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 ABSTRAKT 
Probiotické bakterie mléčného kvašení a bifidobakterie jsou přirozenou součástí 
gastrointestinálního traktu a v současnosti velmi využívané v potravinářském průmyslu  
ve formě potravinových doplňků.  
Cílem diplomové práce byla molekulární identifikace bakterií rodu Lactobacillus  
a Bifidobacterium v komplexních matricích dvou potravinových doplňků. DNA byla 
izolována z hrubých lyzátů buněk pomocí magnetických částic P(HEMA-co-GMA). 
Izolovaná DNA byla amplifikována v rodově a druhově specifických PCR. Amplikony byly 
detekovány pomocí agarózové gelové elektroforézy. 
Výsledky byly porovnány s údaji deklarovanými výrobcem ve třech různých šaržích.  
ABSTRACT 
Probiotic lactic acid bacteria and bifidobacteria are natural part of microflora  
of gastrointestinal tract. In the present day, they are grossly exploited in food processing 
industry. 
The aim of the work was molecular identification of bacteria of genus Lactobacillus  
and Bifidobacterium in complex matrices of  two food additives. Total DNA was isolated 
from crude cell lysates by magnetic particles P(HEMA-co-GMA). Isolated DNA was 
amplified in genus-specific and species-specific PCRs. Amplicons were detected by agarose 
gel electrophoresis. 
Results were compared with declared specification given by producers in three different 
batches. 
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1 ÚVOD 
Bakterie mléčného kvašení (BMK) jsou bakterie příznivě ovlivňující zdraví hostitele. Hrají 
v životě člověka důležitou roli z pohledu pozitivních účinků na lidské zdraví. Mezi významné 
probiotické BMK patří zejména některé druhy rodu Lactobacillus a Bifidobacterium, které 
vykazují protizánětlivou a antirakovinovou aktivitu. Mezi další zdraví prospěšné účinky patří 
pozitivní ovlivnění střevní mikroflóry, regulace množství cholesterolu či prevence vůči 
potravinovým alergiím. Některé prospěšné vlastnosti zejména ty v potravinářském průmyslu 
jsou známy již tisíce let a z toho důvodu jsou tyto mikroorganismy využívány při výrobě 
fermentovaných potravin jako například sýry a další mléčné výrobky, chléb a maso. 
V současné době je věnována probiotikům a jejich využití v potravinářském průmyslu 
velká pozornost a to nejen při výrobě potravin, ale i potravinových doplňků. V tomto případě 
výrobci deklarujíurčitá množství definovaných probiotických bakterií mléčného kvašení, které 
se nacházejí ve výrobku. 
Cílem této práce je identifikovat bakterie mléčného kvašení a bifidobakterie v různých 
potravinových doplňcích a porovnat přítomnost detekovaných bakterií s deklarovanými, které 
jsou uvedeny na obale u různých šarží. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Bakterie mléčného kvašení 
Bakterie mléčného kvašení (BMK) jsou heterogenní skupinou mikroorganismů  
s podobnými metabolickými vlastnostmi, které mohou fermentovat různé druhy živin  
za vzniku kyseliny mléčné. Do této skupiny patří především nepohyblivé, nesporulující, 
mikroaerofilní nebo anaerobní grampozitivní kokovité a tyčinkovité bakterie. V současné 
době BMK zahrnují některé druhy rodů: Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, 
Lactobacillus, Pediococcus. Dříve sem bývaly řazeny i bakterie rodu Bifidobacterium, dnes 
tvoří samostatnou skupinu. Z potravinářsko-mikrobiologického hlediska má tato skupina 
bakterií nezanedbatelný potravinářsko-technologický význam [1]. 
Historicky byly a jsou BMK využívány jako startovací kultury při výrobě potravin, zvláště 
fermentovaných mléčných výrobků, ve kterých jsou přítomny ve vysokém množství [2,3,28]. 
BMK jsou primárně využívány pro rychlou produkci kysaných potravinových výrobků  
a podílejí se také na vzniku příchutí, konzistence a nutriční hodnoty výrobků. BMK se 
přirozeně vyskytují v různých prostředích, a proto může fermentace probíhat v mléku, masu, 
zelenině, cereáliích a rostlinách [4].  
2.1.1 Dělení bakterií mléčného kvašení 
Společným znakem bakterií mléčného kvašení je produkce kyseliny mléčné  
z fermentovatelných sacharidů. Podle vedlejších fermentačních produktů je dělíme na: 
 
• homofermentativní, které tvoří jako téměř jediný produkt kyselinu mléčnou 
(90 %) 
• heterofermentativní přeměňující fermentovaný sacharid na kyselinu mléčnou 
(>50 %), kyselinu octovou, CO2 a za určitých okolností i ethanol [1]. 
 
Jednotlivé rody bakterií mléčného kvašení a bifidobakterií s jejich fermentačními typy  
a produkty jsou uvedeny v Tabulce 1. 
Tabulka 1: Rody bakterií mléčného kvašení a bifidobakterií, jejich fermentační typ a produkty 
[1] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hlavní produkty Rod (skupina) Typ fermentace (molární poměr) 
Lactococcus homofermentativní Laktát 
Streptococcus homofermentativní Laktát 
Pediococcus homofermentativní Laktát 
Lactobacillus homofermentativní Laktát 
Thermobacterium homofermentativní Laktát 
Streptobacterium homofermentativní Laktát 
 
heterofermentativní* laktát : acetát               1:1 
Betabacterium heterofermentativní laktát : acetát : CO2      1:1:1 
Leuconostoc heterofermentativní laktát : acetát : CO2            1:1:1 
Bifidobacterium heterofermentativní laktát : acetát               2:3 
*při fermentaci pentóz   
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2.2 Rod Lactobacillus 
Rod Lactobacillus se řadí k velké skupině bakterií mléčného kvašení [32]. Zahrnuje 
grampozitivní fakultativně aerobní nebo mikroaerofilní nepohyblivé tyčinkovité bakterie,  
často spojované v řetízky [1,6]. Z potravinářského a biotechnologického hlediska je tento rod 
nejvýznamnější a v přírodě velmi rozšířený [5]. Nachází se ve fermentovatelných rostlinných 
a živočišných materiálech, méně v trávicím a zažívacím traktu lidí a zvířat [1].  
2.2.1 Taxonomie bakterií rodu Lactobacillus 
Taxonomické zařazení bakterií rodu Lactobacillus je následující [7]: 
Doména:  Bacteria 
Kmen:  Firmicutes 
Třída:  Bacilli 
Řád:  Lactobacillales 
Čeleď:  Lactobacillaceae 
Rod:  Lactobacillus 
2.2.2 Rozdělení bakterií rodu  Lactobacillus 
Laktobacily původně rozdělil Orla-Jensen1 (1919) do tří tradičních skupin 
(Termobacterium, Streptobacterium, Betabacterium). Tyto skupiny nepředstavují 
fylogeneticky definované skupiny a tedy nemají taxonomickou hodnotu. Většinu nově 
identifikovatelných druhů laktobacilů sice bylo možné zařadit do těchto tradičních skupin, ale 
některé se zařadit nedaly [1]. 
Bylo provedeno nové členění do tří skupin podle výsledků molekulárně-biologických 
metod [8,1]. 
 
• Skupina I – obligátně homofermentativní laktobacily 
Hexózy jsou fermentovány téměř výhradně na kyselinu mléčnou (>90 %). Pentózy ani 
glukonáty nejsou fermentovány. 
 
• Skupina II – fakultativně heterofermentativní laktobacily 
Hexózy jsou fermentovány téměř výhradně na kyselinu mléčnou. Některé druhy  
při nedostatku glukózy produkují kyselinu octovou, ethanol a kyselinu mravenčí. Pentózy jsou 
fermentovány pomocí indukovatelné fosfoketolázy. 
 
• Skupina III – obligátně heterofermentativní laktobacily 
Hexózy jsou fermentovány na kyselinu mléčnou, kyselinu octovou (ethanol) a CO2. 
Pentózy jsou fermentovány na kyselinu mléčnou a kyselinu octovou. 
 
Zástupci jednotlivých skupin jsou uvedeni v Tabulce 2, morfologie buněk některých druhů 
na Obrázku 1. 
 
 
 
 
                                                 
1
 Dánský mikrobiolog 
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Tabulka 2: Zástupci jednotlivých skupin rodu Lactobacillus [1 upraveno] 
 
 
Obrázek 1: Zástupci jednotlivých skupin rodu Lactobacillus – morfologie buněk [9] 
 
       Lb. delbrückii ssp. bulgaricus             Lb. casei ssp. casei 
 
 
 
 
 
     Lb. brevis      
Obligátně homofermentativní Fakultativně heterofermentativní Obligátně heterofermentativní
Lb. alimentarius Lb. bifermentas
Lb. delbrück ii ssp. bulgaricus Lb. bavaricus (Lb. sake) Lb. brevis
Lb. delbrück ii ssp. lactis Lb. casei ssp. casei Lb. buchneri
Lb. helveticus Lb. fermentum
Lb. acidophilus Lb. casei ssp. tolerans Lb. fructivorans
Lb. salivarius Lb. curvatus Lb. kandleriLb. kefir
Lb.farciminis Lb. maltaromaticus Lb. reuteri
Lb. yamanashiensis Lb. plantarum
Lb. sake (Lb. bavaricus)
Lb. delbrück ii ssp. delbrueck ii
Lb. casei ssp. pseudoplantarum
Lb. casei ssp. rhamnosus
Lb. sanfrancisciscensis    (syn.Lb. 
sanfrancisco)
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2.2.3 Druh Lactobacillus acidophilus 
Intestinální trakt lidí a zvířat obsahuje mnoho druhů laktobacilů, které v něm žijí jako 
komenzální mikroflóra na mukózním povrchu epitelu. Nejvýznamnějsím druhem je 
Lb. acidophilus [1]. Tento druh patří do skupiny obligátně homofermentativních laktobacilů  
a již dlouhou dobu hraje klíčovou roli v lidském zdraví a výživě kvůli pozitivnímu vlivu na 
střevní flóru [6]. Pro své vhodné vlastnosti má rozsáhlé použití v mlékárenské výrobě, 
ve zdravotnictví i veterinární medicíně [10]. Využívá se v průmyslovém měřítku při výrobě 
jogurtů a acidofilního mléka [21]. Kysané mléko a farmaceutické preparáty s obsahem 
Lb. acidophilus se používají na obnovení normálního složení střevní mikroflóry po aplikaci 
antibiotik [1]. Morfologie buněk druhu Lb. acidophilus je uvedena na obrázku 2 [11]. 
 
 
Obrázek 2: Lb. acidophilus  
2.3 Rod Bifidobacterium 
Bakterie rodu Bifidobacterium byly vyčleněny z rodu Lactobacillus [1,35]. 
2.3.1 Taxonomie bakterií rodu Bifidobacterium 
Taxonomické zařazení bakterií rodu Bifidobacterium je následující [8]: 
Doména:  Bacteria 
Kmen:  Actinobacteria 
Třída:  Actinobacteria 
Řád:  Bifidobacteriales 
Čeleď:  Bifidobacteriaceae 
Rod:  Bifidobacterium 
2.3.2 Charakteristika rodu Bifidobacterium 
Rod Bifidobacterium zahrnuje grampozitivní obligátně anaerobní bakterie  
s fermentativním metabolismem. Jsou nesporulující, nepohyblivé a mají tyčkovitý tvar. 
Mohou se větvit nebo seskupovat do písmen tvaru Y nebo V (Obr.3) [26]. Jsou 
heterofermentativní, ale tvoří pouze kyselinu octovou a kyselinu mléčnou v poměru 3:2. 
Vhodné kmeny bifidobakterií se užívají v mlékárenství v kombinaci s dalšími BMK  
při výrobě probiotických fermentovaných mléčných výrobků. Tvoří přirozenou komponentu 
střevní mikroflóry savců včetně člověka a podílí se na potlačování nežádoucí mikroflóry v 
jejich trávicím ústrojí [1, 10]. Jsou součástí mikroflóry ústní dutiny. Jako patogenní byl 
označen druh Bifidobacterium dentium uplatňující se při zubním kazu [12]. V Tabulce 3 jsou 
uvedena místa výskytu některých druhů rodu Bifidobacterium.  
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Obrázek 3: Bifidobacterium animalis – morfologie buněk  [13] 
 
 
 
Tabulka 3: Distribuce různých druhů bakterií rodu Bifidobacterium [29 upraveno] 
rod Bifidobacterium Výskyt 
B. breve 
B. bifidum 
B. pseudocatenulatum 
B. longum ssp. Infantis 
B. longum ssp. Longum 
B. adolescentis 
B. catenulatum 
B. angulatum 
B. gallicum 
střevní mikroflóra 
B. dentium 
B. tsurumiense ústní dutina 
B. scardovii lidská krev 
B. animalis ssp. Lactis Potraviny 
 
2.4 Probiotika 
Název probiotika pochází z řečtiny „pro“ a bios“[14], což znamená „pro život“. Byla 
definována FAO/WHO2 (2002) jako „živé mikroorganismy, které pokud jsou podávány  
v přiměřeném množství, mají příznivý účinek na zdraví člověka“ (říkáme, že mají probiotické 
vlastnosti)[6, 15, 20]. Probiotika jsou živé bakterie mléčného kvašení [44], které osidlují 
trávicí ústrojí člověka a příznivě ovlivňují lidský organismus. Současně potlačují nežádoucí 
mikroflóru, včetně mikrobů choroboplodných. Probiotické kmeny jsou vybírány podle jejich 
prospěšných vlastností a úmyslně přidávány do velkého množství potravin a krmiv [16]. Tyto 
kmeny musí splňovat několik kritérií, mezi něž patří: 
• zdravotní nezávadnost 
• nesmí být patogenní 
• přežívají v kyselém prostředí a v přítomnosti žluči (nesmí být během průchodu 
zažívacím traktem zničeny nebo poškozeny) 
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• přichycují se na epiteliální buňky ve střevech a jsou schopny se dělit 
• je prokázán jejich pozitivní vliv na zdravotní stav  
• musí být natolik odolné, aby se „nepoškodily“ v průběhu technologického 
zpracování výrobku a nesmí ovlivňovat organoleptické vlastnosti probiotické  
• během výrobního procesu zůstávají životaschopné stejně jako po celou dobu 
trvanlivosti potraviny [15]. 
2.4.1 Probiotické mikroorganizmy 
Jako probiotické mikroorganizmy se používají především BMK a bifidobakterie, ale byly 
popsány i další probiotické či potencionálně probiotické mikroorganizmy, mezi které řadíme 
kvasinky i některé kmeny bakterií rodu Bacillus a Escherichia (Tabulka 4)[17,18,19]. 
 
Tabulka 4: Probiotické mikroorganismy 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4.2 Příznivé účinky probiotik na lidské zdraví 
Udržování zdravé střevní mikroflóry vede k ochraně proti gastrointestinálním poruchám 
včetně infekcí a zánětlivým střevním onemocněním. Probiotické bakteriální kmeny regulují 
růst střevní mikroflóry, potlačují nežádoucí a škodlivé bakterie a posilují přirozenou 
obranyschopnost [6,20]. Tím dochází ke snížení počtu klostridií na střevní sliznici a snižuje se 
též možnost adheze enteropatogenních a enterotoxigenních kmenů, např. Escherichia coli, 
Salmonella typhymurium, Yersinia pseudotuberculosis [12,21]. 
Kromě toho, že prospívají trávení, vstřebávání vitamínů, zlepšují využití laktózy a redukují 
hladinu cholesterolu, udržují ještě správnou acidobazickou rovnováhu ve střevech a vykazují 
antikarcinogenní aktivitu [12,17,31]. 
Probiotické organizmy se musí do střev (především do tlustého střeva) dostat při každém 
požití v dostatečném množství (jako minimální množství se udává 108), aby byly schopny 
významně ovlivnit složení střevní mikroflóry a přinést zdravotně prospěšný účinek [15]. 
 
 
 
 
druhy Lactobacillus druhy Bifidobacterium ostatní druhy 
Lb. acidophilus B. bifidum Bacillus cereus 
Lb. rhamnosus B. longum Escherichia coli 
Lb. gasseri B. breve Proprionibacterium freundendsreichii 
Lb. casei B. infantis Saccharomyces boulardii 
Lb. reuteri B. lactis Enterococcus faecalis 
Lb. delbrückii 
ssp.bulgaricus B. adolescentis Streptococcus thermophilus 
Lb. plantarum B. animalis 
Lb. johnsonii  
Lb. lactis  
4 kmeny laktobacilů, 3 kmeny bifidobakterií 
a 1 kmen Streptococcus salivarius subsp. 
Thermophilus ve výrobku VSL#3 
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2.5 Identifikace bakterií mléčného kvašení a bifidobakterií pomocí PCR 
Nejnověji se pro identifikaci bakterií mléčného kvašení a bifidobakterií používají 
molekulárně-genetické metody [7]. Polymerázová řetězová reakce (PCR – Polymerase Chain 
Reaction) je molekulární technika, která umožňuje vysoce selektivní namnožení velkého 
množství jakékoliv sekvence DNA z templátové DNA pomocí jednoduché enzymatické 
reakce, která se opakuje milionkrát během několika málo hodin [22,30]. Tuto techniku 
vynalezl Dr. Kary Mullis v roce 19833. PCR je revoluční metoda v mnoha oblastech 
genetického výzkumu včetně diagnostiky genetických onemocnění, ve forenzní medicíně  
a molekulární biotechnologii [22,27]. Poměrně velké uplatnění má i v potravinářství  
při analýze potravin. 
2.5.1 Princip PCR 
Vysoká teplota nejprve denaturuje DNA na jednořetězcová vlákna. K vybraným úsekům 
komplementárních vláken DNA se připojují primery (krátké chemicky syntetizované 
oligonukleotidy). Tento DNA/primer heteroduplex je primárním místem nasednutí DNA 
polymerázy, která syntetizuje syntézu nového komplementárního vlákna resp. nového řetězce 
DNA. Jako primery slouží syntetické sekvence jednovláknové DNA (20 – 30 nukleotidů). 
Využívají se dva druhy primerů, jeden který je komplementární k jednomu vláknu DNA  
na začátku aplifikovaného fragmentu a druhý, který je komplementární k druhému vláknu 
DNA na konci amplifikovaného fragmentu [22]. 
2.5.2 Komponenty pro PCR 
Reakční směs (obvykle v objemu 25 – 100 µl)  se skládá z následujících složek: 
• Matrice DNA (DNA templát) – makromolekula DNA, podle které se 
komplementárně syntetizují nové řetězce DNA. Obsahuje cílová místa pro primery. 
Typická množství bakteriální DNA, přidávané do reakce, jsou 10 až 1 ng. 
• Oligonukleotidové primery – bývají synteticky připravené a jsou komplementární 
k templátové DNA, která má být amplifikována. Primery jsou sekvenčně 
specifické. Typické primery mají 18 – 30 nukleotidů a obsahují 40 – 60% GC bází. 
Teplota tání primerů bývá v rozmezí 55 – 65 °C. Primery by neměly být mezi sebou 
komplementární, zejména ne na 3´-konci, kde párování dvou nebo tří bází může 
vést ke vzniku dimerů primerů, zejména při nadbytku primerů. Potřebná 
koncentrace každého primeru pro jednu reakci bývá 0,1 – 0,5 µM. 
• DNA-polymerasa – syntetizuje novou DNA ve směru 5´ → 3´ podle sekvence 
nukleotidů v komplementárním řetězci DNA od 3´ konce primeru. Ke katalýze se 
používají termostabilní polymerasy, např. Taq DNA-polymerasa izolovaná  
z mikroorganismu Thermus aquaticus. 
• 2´-deoxynukleosid-5´-trifosfáty (dNTP) – (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) – stavební 
kameny pro syntézu nové DNA. Optimální koncetrace je 200 µM, toleranční 
rozpětí je 20 – 400  µM. Vysoké koncentrace dNTP (od 4 mM a výše) působí 
inhibičně, protože vyvazují hořečnaté ionty (Mg2+). 
• Mg2+ ionty – jsou nezbytné pro aktivitu DNA-polymerasy. Koncentrace Mg2+ musí 
být optimalizována pro každou kombinaci primerů a DNA templátu. Obvykle se 
používá koncentrace 1,5 mM Mg2+. Toleranční rozpětí je 0,5 – 8 mM. Vyšší 
                                                 
3
 O deset let později získal Dr. Kary Mullis za tento objev Nobelovu cenu za chemii. 
17 
koncentrace iontů snižuje specifitu PCR. U primerů bohatých na G a C báze je ale 
použití vyšší koncentrace Mg2+  vhodnější. 
• Pufr pro PCR – vytváří optimální prostředí pro DNA-polymerasu. Standardní 
reakční pufr obsahuje 10 mM Tris-HCl (pH 8,3 – 8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM 
MgCl2; případně může ještě obsahovat acetamid, albumin, želatinu nebo Tween 20. 
• Voda pro PCR – používá se na doplnění směsi pro PCR na požadovaný objem. 
Nejvhodnější je voda o odporu 18 mΩ nebo voda pro injekce ČSL 4 [25]. 
2.5.3 Průběh PCR 
Amplifikace DNA pomocí PCR probíhá v krocích, které se cyklicky opakují a tím 
exponencionálně vzrůstá počet kopií temlátové DNA. Templátová DNA je klasická 
dvoušroubovice (dsDNA) (Obr.4). 
 
Obrázek 4: Prostorový model dvoušroubovice DNA [34] 
 
 
V PCR se pravidelně střídají tři kroky v každém cyklu, během kterých probíhají tři odlišné 
děje s odlišnými nároky na teplotu [17]. 
 
Denaturace DNA 
Vznik jednořetězcových molekul templátové DNA [24]. Teplotní rozpětí je mezi 92 °C až 
98 °C (optimum 95 °C). Před prvním cyklem reakce bývá denaturace prodloužena na 5 minut, 
aby se zvýšila pravděpodobnost, že se dlouhé molekuly templátové DNA úplně oddělí [12]. 
  
Připojení primerů 
Primery se připojí na specifická komplementární místa k odděleným řetězcům DNA. Teplotní 
rozpětí je většinou mezi 50 °C – 65 °C. Nízká teplota snižuje specifitu reakce, vysoká teplota 
brání amplifikaci [12,23]. 
 
Syntéza nového řetězce DNA 
Syntéza je katalyzovaná Taq DNA polymerázou a její teplotní optimum je 72 °C – 78 °C.  
Při této teplotě je rychlost syntézy DNA pomocí Taq polymerázy přibližně 2000 nukleotidů  
za minutu. V posledním cyklu se často prodlužuje doba tohoto kroku až na trojnásobek 
(obvykle až na 10 minut), aby byla zcela dokončena amplifikace všech produktů [35]. 
Produkty třetího kroku se stávají substrátem pro další cyklus (Obr.5). 
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Obrázek 5: Průběh PCR [33 upraveno]   
2.5.4 Detekce produktů PCR 
PCR produkty se nejčastěji detekují pomocí agarózové gelové elektroforézy. 
2.5.4.1 Detekce  produktů PCR pomocí agarózové gelové elektroforézy 
K identifikaci amplikonů DNA získaných pomocí PCR se používá elektroforéza  
v agarózovém gelu. Fragmenty jsou děleny v elektrickém poli v závislosti na jejich velikosti. 
Touto metodou může být detekováno velmi malé množství DNA (u bakterií fg) [24]. Gel je 
obarven ethidium bromidem, což je interkalační činidlo, které se váže mezi vlákna DNA a po 
ozáření ultrafialovým světlem (260 – 360nm) fluoreskuje.  
Velikost produktu PCR se porovná se standardem DNA (DNA žebříček), který obsahuje 
fragmenty DNA o známé velikosti [12,36]. 
19 
2.5.5 Vysoká citlivost PCR 
PCR je extrémně citlivá metoda. Z toho důvodu představuje skutečný problém jakákoliv 
kontaminace z laboratorního prostředí (od bakterií, virů až po cizorodou DNA) [27]. Proto je 
nezbytně nutné provádět míchání PCR směsi ve speciálních PCR boxech předem vyzářených 
UV zářením a při práci používat sterilní rukavice. Pro odhalení případné kontaminace a 
kontrolu amplifikace je nezbytné provádět negativní a pozitivní kontrolu [12,36]. 
2.6 Magnetické nosiče pro izolaci DNA v kvalitě vhodné pro PCR 
Klasická izolace DNA jakou je fenolová extrakce vyžaduje aplikaci toxických látek (fenol, 
chloroform). Navíc je poměrně složitá a časově náročná. Z toho důvodu byly vyvinuty nové 
alternativní metody izolace DNA využívající reverzní imobilizaci DNA na pevnou fázi.  
Izolace DNA pomocí magnetických nosičů je snadnější, rychlejší a efektivnější separace 
DNA v kvalitě vhodné pro PCR přímo z hrubých lyzátu buněk komplexních vzorků (např. 
buněk mléčných výrobků nebo lyofilizátů) [23,43]. 
2.6.1 Magnetické neporézní mikročástice 
Magnetické částice vykazují magnetické vlastnosti pouze v přítomnosti vnějšího 
magnetického pole. Nevykazují však reziduální magnetismus, a pokud nejsou v bezprostřední 
blízkosti magnetického pole, vytváří homogenní suspenzi (jsou tzv. paramagnetické) [38,39]. 
V této práci byly využity magnetické mikročástice P(HEMA-co-GMA) (Obr.6) [40]. Tyto 
částice mají na svém povrchu karboxylové skupiny, které reverzibilně adsorbují DNA [37].  
K adsorbci DNA na povrch částic dochází za podmínek kondenzace DNA (kulovitě-
spirálovitý tvar). To umožňuje navázat DNA na záporně nabité karboxylové skupiny na 
povrchu nosiče (DNA nese záporný náboj). Pro navození kondenzace DNA je nutná 
přítomnost polyethylen glykolu (PEG 6000) a chloridu sodného [25]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 6: Magnetické mikročástice P(HEMA-co-GMA)  
 
Magnetické neporézní částice P(HEMA-co-GMA) je možné připravit disperzní 
kopolymerizací 2-hydroxyethyl methakrylátu (HEMA) a glycidyl methakrylátu (GMA)  
v přítomnosti koloidních částic magnetitu (Fe3O4) pokrytých kyselinou olejovou. Tato 
kopolymerizace je iniciovaná dibenzoyl peroxidem a stabilizovaná acetát-butyrátem celulózy. 
Hydroxylové skupiny mikročástic se oxidují 2 % vodným roztokem manganistanu draselného 
v kyselém prostředí kyseliny sírové [17,41]. 
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3 CÍL PRÁCE  
Cílem diplomové práce bylo identifikovat probiotické bakterie mléčného kvašení ve dvou 
vybraných doplňcích stravy pomocí molekulárních metod. 
Součástí práce dále bylo: 
• Izolace celkové DNA z hrubých lyzátů buněk komplexních matric potravinových 
doplňků pomocí magnetických částic P(HEMA-co-GMA). 
• Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty izolované DNA. 
• Identifikace rodů a druhů probiotických bakterií deklarovaných ve výrobcích 
pomocí rodově a druhově specifických PCR. 
• Provést analýzu třech různých šarží a porovnat výsledky identifikace 
mikroorganismů s údaji deklarovanými výrobcem. 
• Porovnat přítomnost probiotických bakterií a rozdílnost obsahu mezi jednotlivými 
tabletami výrobku. 
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4 MATERIÁL 
4.1 Bakteriální kultury 
DNA pro pozitivní kontroly v PCR a pro ověření citlivosti PCR byla izolována  
ze sbírkových kmenů. 
• Lactobacillus acidophilus CCM 4833 
• Lactobacillus casei CCM 4798 
• Bifidobacterium animalis CCM 49885 
 
DNA o koncentraci 10 ng/µl byla poskytnuta Mgr. Kristýnou Turkovou (VUT v Brně, 
CHF). 
4.2 Komplexní matrice – potravinové doplňky 
V diplomové práci byly použity dva druhy probiotických potravinových doplňků tří 
různých šarží. Jejich deklarované složení je uvedeno v Tabulce 5. 
 
Tabulka 5: Použité komplexní matrice s deklarovaným složením 
Název Šarže Forma Probiotika Pomocné látky Deklarované 
množství buněk 
1. AE 3048 
2. AF 7737 Linex forte 
3. AE 3031 
Ka
ps
le
 
Lyofilizované kultury 
kmenů Lactobacillus 
acidophilus (LA-5)  
Bifidobacterium animalis 
ssp. Lactis 
dextrosa, mikrokrystalická 
celulosa (E460), 
bramborový škrob, stearan 
hořečnatý (E470b), inulin, 
oligosacharidy 
1x109 kolonií 
bakterií/1 
tobolka 
1. 
16.8.2012 
2. 9.7.2012 Pangamin Bifi Plus 
3. 
30.9.2012 
Ta
bl
et
y 
Bifidobakterie a laktobacily pivovarské kvasnice, inulin, pupalkový olej výrobce neuvádí 
 
4.3 Chemikálie a roztoky 
Pro přípravu potřebných roztoků byly použity následující chemikálie: 
• Agaróza pro elektroforézu DNA (Top-Bio, Praha, ČR) 
• DNA standard (100 bp) (Malamité, Moravské Prusy, ČR) 
• Destilovaná voda (FCH VUT Brno, ČR) 
• Ethanol (Penta, Chrudim, ČR) 
• Ethidium bromid (5mg/ml) (EtBr) (Sigma, St. Louis, USA) 
• Ethylendiamintetraoctová kyselina (EDTA) (Penta, Chrudim, ČR) 
• Hydroxid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
• Chlorid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
• Chlorid draselný (Lachema, Brno, ČR) 
• Chloroform (Penta, Chrudim, ČR) 
• Izoamylalkohol (Lachema, Brno, ČR) 
• Kyselina boritá (HBO2) (Penta, Chrudim, ČR) 
• Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN) 
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• Nanášecí pufr (2,5% Ficoll 400) (Top-Bio, Praha, ČR) 
• Octan sodný (Lachema, Brno, ČR) 
• PCR komponenty (Top-Bio, Praha, ČR) 
• PEG 6000 (Sigma, St. Louis, USA) 
• Proteinasa K (100µg/ml) (Serva, Heidelberg, SRN) 
• SDS (Sigma, St. Louis, USA) 
• Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-base) (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-HCl) (Serva, Heidelberg, SRN) 
4.3.1 Magnetické částice pro izolaci DNA 
• Poly-(2-hydroxyethyl methakrylát-co-glycidyl methakrylát (P(HEMA-co-GMA)) 
(1:1) pokrytý karboxylovými skupinami. Průměru částic je 2,2 µm s obsahem 
COOH skupin 2,67 % a  obsahem železa 6,5%. Byly syntetizovány ing. D. 
Horákem, CSc. z Makromolekulárního ústavu Akademie věd ČR. Praha. 
4.3.2 Roztoky pro přípravu hrubých lyzátů buněk 
• 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
Za stálého míchání magnetickou míchačkou rozpustit 202,2 g EDTA v 800 ml destilované 
vody, pH upravit na hodnotu 8,0 pomocí NaOH v peletkách a doplnit destilovanou vodou  
do 1000 ml. Sterilizovat v autoklávu (121 °C/15 minut). 
 
• 1 M Tris-HCl (pH 7,8) 
12,1 g Tris-base rozpustit v 80 ml destilované vody, pH upravit pomocí koncentrované HCl  
a doplnit destilovanou vodou do 100 ml. Sterilizovat v autoklávu (121 °C/15 minut). 
 
• Lyzační roztok A  
Sterilně smíchat 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované 
vody. 
 
• Lyzační roztok B 
Sterilně smíchat 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované 
vody. Před použitím přidat lysozym (3 mg/ml). Roztok připravovat vždy čerstvý. 
 
• SDS (20 %) 
Rozpustit 20 g SDS v 80 ml sterilní destilované vody, v případě pomalého rozpouštění zahřát 
roztok na teplotu 68 °C. Pomocí koncentrované HCl upravit pH na hodnotu 7,0 a doplnit 
destilovanou vodou do 100 ml. Bez sterilizace. 
 
• Proteinasa K (100 µg/ml) 
Rozpustit 100 µg proteinasy K v 1 ml destilované vody a rozplnit do alikvotů. Uchovávat  
při -20 °C. 
4.3.3 Roztoky pro izolaci DNA pomocí magnetických částic 
• 5 M NaCl 
Rozpustit 58,4 g NaCl ve 150 ml destilované vody a doplnit destilovanou vodou do 200 ml. 
Sterilizovat v autoklávu (121 °C/15 minut). 
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• 40 % PEG 6000 
Rozpustit 40 g PEG 6000 v 60 ml destilované vody a doplnit destilovanou vodou do 100 ml. 
Uchovávat při 4 °C. 
 
• 70 % ethanol 
Smíchat 70 ml 96 % ethanolu s 26 ml destilované vody. 
 
• 1 x TE pufr 
Smíchat 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8) a 200 µl 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplnit destilovanou 
vodou do 100 ml. 
4.3.4 Roztoky pro agarózovou gelovou elektroforézu 
• 5 x TBE pufr 
Rozpustit 54 g Tris-base a 27,5 g kyseliny borité v 600 ml destilované vody. Přidat 20 ml 
0,5 M EDTA (pH 8,0) a pH upravit na 8,0 pomocí 1 N NaOH. Doplnit destilovanou vodou  
do 1000 ml. Před použitím se roztok naředí 10 x destilovanou vodou. 
 
• Agarózový gel (1,8 %) 
Rozvařit 1,8 g agarózy ve 100 ml 0,5 x koncentrovaného TBE pufru. 
 
• Ethidium bromid (0,5 µg/ml) 
100 µl roztoku EtBr (2,5 mg/ml) rozředit v 500 ml sterilní destilované vody. 
4.4 Přístroje a pomůcky 
• Centrifuga MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Hamburg, Německo) 
• Digitální fotoaparát Olympus 
• Exikátor typ N 86 KN.18 (KNF Neuberger Labport, Freiburg, SRN) 
• Fotoaparát Polaroid CD 34 na film T667 (Cambridge, Velká Británie) 
• Laboratorní váhy (Kern & Sohn, Německo) 
• Magnetický separátor InvitrogenTM (Invitrogen Dyal AS, Oslo, Norsko) 
• Mikropipety Biopette (Labnet international, Inc., USA) 
• Mikropipety Discovery HTL (Discover HTL, Varšava, Polsko) 
• Mikrovlnná trouba SMW 2320 (Sencor, ČR) 
• Minicycler PTC-150 (MJ Research, Inc., Watertown, USA) 
• NanoPhotometrTM (Implen, Německo) 
• Očkovací box (Fatran, ČR) 
• Termocycler PTC-200 (BIO-RAD Lab., USA) 
• Termostat – Mini incubator (Labnet international, Inc., USA) 
• Transluminátor TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA) 
• Zařízení pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA) 
• Zdroj elektrického napětí Enduro Power supplies, model E0303 (Labnet 
international, Inc., USA) 
 
• Běžné laboratorní sklo a laboratorní pomůcky 
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5 METODY 
Není-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle návodů k laboratorním 
cvičením Analýza vybraných druhů bakterií mléčného kvašení pomocí metod molekulární 
biologie [25]. 
5.1 Izolace DNA z potravinových doplňků 
5.1.1 Lyze buněk z tablet a kapslí potravinových doplňků  
Tablety byly sterilně odebrány, otřeny ethanolem a rozdrceny. K 1 g rozdrcených tablet  
(asi 2,5 tablety) a k 1g prášku z kapslí (3 kapsle) bylo přidáno 5 ml lyzačního roztoku B 
s lysozymem a vzorky byly důkladně rozsuspendovány a inkubovány při laboratorní teplotě 
po dobu 1 hod.  
Následně bylo přidáno 25 µl 20% SDS a 5 µl proteinázy K (100µg/ml). Vše bylo důkladně 
promícháno a ponecháno inkubovat 1 hod při 55 °C.  
Hrubé lyzáty byly uchovány při -20 °C, aby se předešlo možné degradaci DNA. 
5.1.2 Izolace DNA pomocí magnetických nosičů 
DNA byla izolována z hrubých lyzátů buněk připravených podle kapitoly 5.1.1 pomocí 
magnetických částic (P(HEMA-co-GMA)). 
5.1.2.1 Příprava směsi pro izolaci DNA pomocí magnetických nosičů 
Separační směsi byly připravované v Eppendorfových zkumavkách. Pořadí a objem 
jednotlivých komponent je uveden v Tabulce 6. 
 
Tabulka 6: Příprava separační směsi pro izolaci DNA pomocí magnetických nosičů 
(P(HEMA-co-GMA)) 
 
 
 
 
 
• Komponenty byly smíchány v daném pořadí a ponechány inkubovat 15 min.  
při laboratorní teplotě. 
• Částice s navázanou DNA byly separovány pomocí magnetu 15 min při laboratorní 
teplotě. 
• Supernatant byl opatrně odpipetován a částice byly 2x promyty 1000µl 70% 
ethanolu. 
• Částice byly separovány magnetem 2 min při laboratorní teplotě. 
• Ethanol byl opatrně odebrán a částice byly sušeny v termostatu (55 °C) do úplného 
Pořadí Komponenta
1 NaCl (5M) 400
2 DNA matrice 300
3 200
4 Magnetické částice (2 mg/ml) 100
Výsledný objem 1000
Objem (µl)
PEG (40%)
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odpaření ethanolu. 
• DNA adsorbovaná na magnetických částicích byla rozsuspendována ve 100 µl  
TE pufru a ponechána eluovat přes noc při laboratorní teplotě. 
• Druhý den byly částice odseparovány a eluovaná DNA byla přenesena do čisté 
eppendorfovy zkumavky. 
• Takto připravená DNA se použila pro PCR 
5.2 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA 
Koncentrace DNA byla měřena spektrofotometricky pomocí přístroje Nanophotometr  
a speciálních kyvet Laber Gard. Vzorky DNA byly vytemperovány na laboratorní teplotu  
a důkladně promíchány.  
Jako referenční vzorek byl použit TE pufr. Měřila se absorbance v rozmezí vlnových délek 
220-320 nm. Odečtené byly hodnoty absorbancí při 230 (minimum), 260, 280 a 320 nm. 
Koncentrace DNA byla stanovena z hodnoty absorbance A260 nm. 
5.2.1.1 Postup spektrofotometrického měření 
Do spektrofotometru byla ve směru procházející světla vložena speciální kyveta Laber  
GuardTM. Z již předvolených metod byla pro analýzu nukleových kyselin vybrána následující: 
• Label Guard Applications 
• Nucleic Acid  
• ds DNA/ss DNA 
Víčko „lid“ bylo zvoleno podle předvídané koncentrace DNA ( viz Tabulka 7). 
 
Tabulka 7: Volba víčka „lid“ 
 
Bylo napipetováno 6 µl TE pufru jako blank. Následně byly ve stejném objemu jako  
TE pufr, tedy 6 µl, napipetovány všechny vzorky DNA a proměřeny. Koncentrace DNA  
a hodnoty absorbancí byly odečteny z displeje a zaznamenány. Víčko bylo po každém měření 
očištěno ethanolem. 
 
 
 
Víčko lid 5 lid 10 lid 50 lid 100
Optická dráha (nm) 2 1 0,2 0,1
6 – 10 3 – 5 0,7 – 4 0,7 – 3
7 – 350 14 – 700 250 – 4000 500 – 8000
Objem vzorku (µl)
Měřitelný rozsah DNA (ng/µl)
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5.3 Amplifikace DNA pomocí polymerázové řetězové reakce 
5.3.1 Komponenty pro PCR směs 
• Voda pro PCR (Voda pro injekce ČSL 4, Biotika, Slovenská L´upča, SR) 
• Reakční pufr kompletní pro Taq DNA polymerasu 1.1 (10x koncentrovaný); složení: 
750 mM Tris HCl (pH 8,8), 200 mM (NH4)2SO4, 0,1 % TWEEN 20, 25 mM MgCl2  
(Top-Bio, Praha,ČR) 
• dNTP směs (10 mM) (Top-Bio, Praha,ČR) 
• Oligonukleotidové primery (syntetizované Generi Biotech, Hradec Králové, ČR) 
• Taq DNA polymerasa 1.1 (1 U/µl) (Top-Bio, Praha,ČR) 
• DNA matrice 
Komponenty byly v daném pořadí a předem určených množstvích řádně promíchány  
a krátce zcentrifugovány. 
5.3.2 Složení směsí pro PCR při stanovení citlivosti PCR 
PCR směsi pro stanovení citlivosti PCR byly připraveny podle Tabulky 8. Jako DNA 
matrice byla použita DNA ředěná na různé koncentrace (od 10 ng/µl po 100 fg/µl). Citlivost 
PCR byla sledována u rodově specifických PCR Lactobacillus pro druh Lb. acidophilus, rod 
Bidobacterium a druh Bif. animalis. 
Tabulka 8:Složení směsi pro PCR při stanovení citlivosti PCR 
Komponenta Objem (µl) 
Voda pro PCR 15,0 
10x reakční pufr kompletní 2,5 
dNTP směs (10 mM) 0,5 
primer (10 pmol/µl) 0,5 
primer (10 pmol/µl) 0,5 
Taq DNA polymeráza (1 U/µl) 1,0 
DNA matrice 5,0 
Celkem 25,0 
 
5.3.3 Rodově specifická PCR pro rod Lactobacillus  
Pro rodově specifickou PCR byla použita DNA izolovaná z výrobků o koncentraci 
10 ng/µl. V Tabulce 9 jsou uvedeny použité primery, složení PCR směsi je uvedeno  
v Tabulce 10. 
 
Tabulka 9: Primery specifické pro rod Lactobacillus 
Primer Sekvence primeru (5´-3´) Velikost PCR produktu Zdroj [25] 
LbLMA 1-
rev CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC 
R16-1 CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA 
250 bp 
Dubernet a 
spol. 
(2002) 
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Tabulka 10: Složení směsi pro PCR 
Komponenta Objem (µl) 
Voda pro PCR 19,0 
10x reakční pufr kompletní 2,5 
dNTP směs (10 mM) 0,5 
primer LbLMA 1-rev (10 pmol/µl) 0,5 
Primer R16-1 (10 pmol/µl) 0,5 
Taq DNA polymeráza (1 U/µl) 1,0 
DNA matrice 1,0 
Celkem 25,0 
 
5.3.4 Druhově specifická PCR pro druh Lactobacillus acidophilus 
Pro druhově specifickou PCR byla použita DNA izolovaná z výrobků o koncentraci 
10 ng/µl. V Tabulce 11 jsou uvedeny použité primery, složení směsi pro PCR je uvedeno  
v Tabulce 12. 
Tabulka 11: Primery specifické pro druh Lactobacillus acidophilus 
Primer Sekvence primeru (5´-3´) Velikost produktu PCR Zdroj [25] 
Aci 16SI AGC TGA ACC AAC AGA TTC AC 
16SII ACT ACC AGG GTA  TCT AAT CC 
800 bp 
Tilsala-
Timisjarvi a 
spol. 
(1997) 
 
Tabulka 12: Složení směsi pro PCR 
Komponenta Objem (µl) 
Voda pro PCR 19,0 
10x reakční pufr kompletní 2,5 
dNTP směs (10 mM) 0,5 
primer Aci 16SI (10 pmol/µl) 0,5 
primer 16SII (10 pmol/µl) 0,5 
Taq DNA polymeráza (1 U/µl) 1,0 
DNA matrice 1,0 
Celkem 25,0 
 
5.3.5 Rodově specifická PCR pro rod Bifidobacterium 
Pro rodově specifickou PCR byla použita DNA izolovaná z výrobků o koncentraci 
10 ng/µl. V Tabulce 13 jsou uvedeny použité primery, složení směsi pro PCR je uvedeno  
v Tabulce 14. 
Tabulka 13: Primery specifické pro rod Bifidobacterium 
Primer Sekvence primeru (5´-3´) Velikost produktu PCR Zdroj [25] 
Pbi F1 CCG GAA TAG CTC C 
Pbi R2 GAC CAT GCA CCA CCT GTG AA 
914 bp 
Roy a 
Sirois 
(2000) 
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Tabulka 14: Složení směsi pro PCR 
Komponenta Objem (µl) 
Voda pro PCR 19,0 
10x reakční pufr kompletní 2,5 
dNTP směs (10 mM) 0,5 
primer Pbi F1 (10 pmol/µl) 0,5 
primer Pbi R2 (10 pmol/µl) 0,5 
Taq DNA polymeráza (1 U/µl) 1,0 
DNA matrice 1,0 
Celkem 25,0 
 
5.3.6 Druhově specifická PCR pro druh Bifidobacterium animalis 
Pro druhově specifickou PCR byla použita DNA izolovaná z výrobků o koncentraci 
10 ng/µl. V Tabulce 15 jsou uvedeny použité primery, složení směsi pro PCR je uvedeno  
v Tabulce 16. 
Tabulka 15: Primery specifické pro druh Bifidobacterium animalis 
Primer Sekvence primeru (5´-3´) Velikost produktu PCR Zdroj [25] 
Pbi R1 GCA CCA CCT GTG AAC CG 
Ban F2 AAC CTG CCC TGT G 
925 bp 
Roy a 
Sirois 
(2000) 
 
Tabulka 16: Složení směsi pro PCR 
Komponenta Objem (µl) 
Voda pro PCR 19,0 
10x reakční pufr kompletní 2,5 
dNTP směs (10 mM) 0,5 
primer Pbi R1 (10 pmol/µl) 0,5 
primer Ban F2 (10 pmol/µl) 0,5 
Taq DNA polymeráza (1 U/µl) 1,0 
DNA matrice 1,0 
Celkem 25,0 
 
5.3.7 Příprava směsi pro PCR pomocí mastermixů 
• Mastermix byl namíchán z komponent pro PCR vynásobenými počtem vzorků. 
• Mastermix byl důkladně promíchán, stočen a rozpipetován do jednotlivých 
Eppendorfových zkumavek po 24µl. 
• Každá Eppendorfova zkumavka byla doplněna 1 µl DNA do celkového objemu 
25 µl. 
• Zkumavky byly stočeny, umístěny do cykleru a spuštěny v daném PCR programu. 
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5.3.8 Programy pro PCR 
V Tabulce 17 jsou uvedeny jednotlivé programy použité pro rodově a druhově specifické 
PCR. Jednotlivé kroky byly následující: 
 
1. Denaturace DNA před prvním cyklem 
2. Denaturace DNA 
3. Hybridizace (připojení) primerů 
4. Syntéza nového DNA řetězce 
5. Počet cyklů 
6. Dosyntetizování nového DNA řetězce v posledním kroku 
7. Zchlazení 
 
Tabulka 17: Programy pro jednotlivé PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.3.9 Detekce produktů PCR pomocí agorózové gelové elektroforézy 
Pomocí agarózové gelové elektroforézy byla ověřena přítomnost DNA a detegovány 
vzniklé PCR produkty. Pro detekci byl použit gel o hustotě 1,8%. 
5.3.9.1 DNA standard použitý při agarózové gelové elektroforéze 
• DNA standard 100 bp žebříček (Malamité, Moravské Prusy, ČR) 
• Obsahuje fragmenty velikosti 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 
1200 a 1500 bp [16]: 
 
 1500 bp 
  
 1000 bp 
  
 
 500 bp 
   
 
  
 100 bp    
program
LBCROD B.ANIM BIFI914
95°C/5min 94°C/5min 94°C/5min
95°C/30s 94°C/30s 94°C/1min
55°C/30s 58°C/30s 50°C/1min
72°C/60s 72°C/1min 72°C/2min
krok 2-4 opakovat 
29x
krok 2-4 opakovat 
29x
krok 2-4 opakovat 
29x
72°C/10min 72°C/5min 72°C/10min
10°C 10°C 10°C
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5.3.9.2 Příprava agarózového gelu 
• K přípravě 1,8 % gelu bylo naváženo 1,8 g agarózy, která byla smíchána se 100 ml 
0,5x koncentrovaného TBE pufru. 
• Směs byla za občasného míchání rozvařena v mikrovlnné troubě. 
• Roztok byl nalit do vaničky s hřebínkem, která byla předem umístěna ve vodorovné 
poloze. 
• Gel se nechal tuhnout po dobu minimálně 30 minut při laboratorní teplotě. 
• Před nanesením vzorků na gel byl hřebínek opatrně vyjmut a PCR směs byla 
nanášena do vzniklých komůrek. 
5.3.9.3 Nanesení vzorku na gel 
• PCR produkty byly smíchány s 5 µl 6x koncentrovaného nanášecího pufru. 
• Směs byla nanesena do komůrek gelu. 
• Na gel byl nanesen DNA standard 100
 
bp žebříček (5 µl). 
• Gel byl vložen do elektroforetické vany, převrstven 0,5x koncentrovaným  
TBE pufrem a připojen ke stejnosměrnému proudu tak, aby záporně nabitá DNA 
migrovala ke kladně nabitému pólu. 
5.3.9.4 Průběh elektroforézy a barvení 
• Elektroforéza byla spuštěna připojením zdroje s napětím 70 V po dobu cca 2 hodin 
dokud nanášecí pufr nedomigroval do zhruba 2/3 gelu. 
• Po skončení elektroforézy byl gel barven v lázni s ethidium bromidem po dobu 
nejméně ½  hodiny. 
• Obarvený gel byl opláchnut destilovanou vodou a prohlížen pod transluminátorem 
v UV světle (305 nm). 
• Obarvený gel byl dokumentován digitálním fotoaparátem.  
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6 VÝSLEDKY 
6.1 Příprava hrubých lyzátů buněk a izolace DNA pomocí magnetických nosičů 
Hrubé lyzáty buněk byly připraveny z výrobků dle metod (viz 5.1.1). Byly použity tři 
různé šarže potravinových doplňků Linex Forte a Pangamin Bifi Plus. Z každé šarže obou 
výrobků byl připraven hrubý lyzát. Z výrobku Pangamin Bifi Plus bylo navíc připraveno 
dalších sedm hrubých lyzátů z každé šarže, bylo tedy celkem osm hrubých lyzátů pro 
porovnání množství DNA připadající na jednu tabletu. Hrubé lyzáty byly připraveny z 1 g 
komplexní matrice, což odpovídá asi 2,5 tabletám Pangamin Bifi Plus a 3 kapslím Linex 
Forte. 
Z připravených hrubých lyzátů byla izolována DNA pomocí magnetických nosičů (viz 
5.1.2). Vždy z jednoho hrubého lyzátu každé šarže byla DNA izolována dvakrát pro vlastní 
kontrolu. Přítomnost DNA byla ověřena spektrofotometricky. 
6.1.1 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA izolované z výrobků 
Linex® Forte a Pangamin Bifi Plus 
Absorbance vyizolované DNA byla změřena na Nanophotometru s použitím  
lid (Factor 5). Naměřené absorbance jsou uvedeny v Tabulkách 18-21. 
Nejprve bylo provedeno spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA 
izolované ze třech různých šarží výrobků Linex Forte a Pangamin Bifi Plus. Z každého 
hrubého lyzátu všech šarží byla DNA izolována dvakrát (tabulka 18). 
Tabulka 18: Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA 
Výrobek Šarže c (ng/µl) A230nm A260nm A280nm A320nm 
A- 
260nm/280nm 
A-
260nm/320nm 
Objem 
vzorku 
(µl) 
 DNA 
(µg) 
1 6,5 -0,03 0,05 0,04 0,02 1,13 - 100 0,65 
1' 7,7 -0,04 0,05 0,05 0,06 1,39 - 100 0,77 
2 2,5 -0,06 0,03 0,03 0,01 0,95 - 100 0,25 
2' 10,5 -0,02 0,06 0,04 0,02 1,66 - 100 1,05 
3 5,3 -0,06 0,04 0,04 0,02 0,98 - 100 0,53 Li
n
ex
 
Fo
rt
e 
3' 5,5 -0,06 0,03 0,03 0,01 1,05 - 100 0,55 
  
                    
1 6,9 0,08 0,03 0,03 0,00 1,83 0,37 100 0,69 
1' 7,8 0,27 0,03 0,03 0,00 0,99 0,39 100 0,78 
2 13,6 0,16 0,06 0,05 0,01 1,21 0,36 100 1,36 
2' 3,0 0,02 0,00 0,01 -0,01 0,67 0,35 100 0,30 
3 53,8 0,34 0,34 0,27 0,12 1,42 0,99 100 5,38 
Pa
n
ga
m
in
 
Bi
fi 
Pl
u
s 
3' 45,0 0,36 0,27 0,23 0,09 1,33 0,66 100 4,50 
1 2 3 – první izolace DNA z hrubých lyzátů 1., 2. a 3. šarže 
1´2´3´ - druhá, opakovaná, izolace DNA z hrubých lyzátů 1., 2. a 3. šarže 
 
 DNA byla izolována v množství od 5,5 do 10,5 ng DNA z výrobku Linex Forte  
a v celkovém množství od 6,85 do 53,8 ng DNA z výrobku Pangamin Bifi Plus.  
 První a druhá, opakovaná, izolace DNA se významně neliší. Liší se množství DNA 
izolované z jednotlivých šarží. 
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6.1.2 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA izolované z výrobku 
Pangamin Bifi Plus v 8 opakováních 
Následně se pracovalo už pouze s výrobkem Pangamin Bifi Plus, kde z každé šarže z 8 x 
1 g výrobku bylo připraveno 8 hrubých lyzátů a z nich izolována DNA (viz. Tabulky 19-21). 
Tabulka 19: Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA izolované z 8 hrubých 
lyzátů první šarže výrobku 
Výrobek Šarže 1 
c 
(ng/µl) A230nm A260nm A280nm A320nm 
A- 
260nm/280nm 
A- 
260nm/320nm 
Objem 
vzorku 
(µl) 
 
DNA 
(µg) 
1 6,85 0,08 0,03 0,03 0,00 1,83 0,37 100 0,69 
2 79,60 0,56 0,47 0,38 0,15 1,42 0,77 100 7,96 
3 38,27 0,36 0,20 0,17 0,05 1,20 0,49 100 3,83 
4 14,00 0,28 0,07 0,07 0,01 0,86 0,23 100 1,40 
5 25,83 0,30 0,11 0,08 0,01 1,29 0,34 100 2,58 
6 10,93 0,10 0,04 0,04 0,01 0,87 0,38 100 1,09 
7 21,20 0,27 0,10 0,10 0,01 1,00 0,33 100 2,12 Pa
n
ga
m
in
 
Bi
fi 
Pl
u
s 
8 17,67 0,28 0,09 0,09 0,02 1,01 0,27 100 1,77 
 
 Vždy z 1 g tablet šarže č.1 byla izolována DNA v množství od 0,69 do 79,6 ng DNA. 
Toto množství DNA se liší zhruba 10x. 
  
Tabulka 20: Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA izolované z 8 hrubých 
lyzátů druhé šarže výrobku 
Výrobek Šarže 2 
c 
(ng/µl) A230nm A260nm A280 A280nm 
A- 
260nm/280nm 
A- 
260nm/320nm 
Objem 
vzorku 
(µl) 
 DNA 
(µg) 
1 13,55 0,16 0,06 0,05 0,01 1,21 0,36 100 1,36 
2 14,30 0,24 0,07 0,07 0,01 1,02 0,25 100 1,43 
3 14,15 0,21 0,18 0,07 0,02 1,14 0,29 100 1,41 
4 11,50 0,19 0,06 0,06 0,01 1,00 0,26 100 1,15 
5 10,65 0,14 0,05 0,05 0,01 1,06 0,34 100 1,07 
6 21,03 0,31 0,12 0,11 0,03 0,11 0,31 100 2,10 
7 7,25 0,11 0,03 0,02 0,00 1,16 0,27 100 0,73 Pa
n
ga
m
in
 
Bi
fi 
Pl
u
s 
8 9,00 0,12 0,05 0,04 0,01 1,16 0,33 100 0,90 
 
 Vždy z 1 g tablet šarže č.2 byla izolována DNA v množství od 0,73 do 2,10 ng DNA. 
Toto množství DNA se liší zhruba 3x. 
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Tabulka 21: Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA izolované z 8 hrubých 
lyzátů třetí šarže výrobku 
Výrobek Šarže 3 
c 
[ng/µl] A230nm A260nm A280nm A320nm 
A- 
260nm/280nm 
A- 
260nm/320nm 
Objem 
vzorku 
(µl) 
 DNA 
(µg) 
1 53,80 0,34 0,34 0,27 0,12 1,42 0,99 100 5,38 
2 18,35 0,19 0,12 0,10 0,05 1,38 0,51 100 1,84 
3 8,58 0,10 0,04 0,04 0,01 1,07 0,36 100 0,86 
4 7,25 0,07 0,03 0,02 0,00 1,41 0,42 100 0,73 
5 15,93 0,21 0,08 0,06 0,01 1,30 0,33 100 1,59 
6 13,90 0,21 0,10 0,09 0,04 1,10 0,34 100 1,39 
7 10,60 0,14 0,08 0,07 0,03 1,17 0,41 100 1,06 Pa
n
ga
m
in
 
Bi
fi 
Pl
u
s 
8 10,36 0,21 0,05 0,05 0,01 0,93 0,21 100 1,04 
 
 Vždy z 1 g tablet šarže č.3 byla izolována DNA v množství od 0,73 do 5,38 ng DNA. 
Toto množství DNA se liší zhruba 8x. 
 
 Množství izolované DNA ze všech šarží bylo dostatečné pro PCR. 
6.2 Stanovení citlivosti amplifikace s purifikovanou DNA 
Byla provedena PCR s různým množstvím purifikované DNA pro zjištění citlivosti 
amplifikace. DNA matrice byla naředěna pomocí TE pufru na koncentraci 10 ng/µl, 1 ng/µl, 
100 pg/µl, 10 pg/µl, 1 pg/µl a 100 fg/µl a byla amplifikována v rodově a druhově specifických 
PCR. Byly prováděny PCR pro rody a druhy bakterií mléčného kvašení a bifidobakterií 
deklarované výrobcem. 
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6.2.1 Citlivost amplifikace pro rod Lactobacillus 
Směs pro PCR byla připravena dle 5.3.2 s DNA matricí Lactobacillus casei CCM 4798  
a amplifikována s rodově specifickými primery LblMA-1 a R16-1 (viz 5.3.3). Amplifikoval se 
produkt PCR o velikosti 250 bp (Obr.6) 
 
Obrázek 6: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (250 bp) pro rod 
Lactobacillus. Amplifikováno bylo 5 µl DNA  Lactobacillus casei CCM 4798 
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 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Lbc. casei 10ng/µl 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
 - produkt PCR nebyl nedetegován 
 
 Nejnižší množství DNA amplifikovatelné v PCR za vzniku rodově specifických 
produktů PCR dobře detegovatelných na gelu je 5 ng. 
 
 
 
 
 
 
 
Běh Koncentrace DNA Mn. DNA/PCR směs PCR produkt
1 Standard - 100bp žebříček
2 50 ng ++++
3 5ng +++
4 500pg +
5 50pg -
6 5pg -
7 500fg -
8 NK - -
9 PK 50ng ++++
10ng/µl
1ng/µl
100pg/µl
10pg/µl
1pg/µl
100fg/µl
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6.2.2 Citlivost amplifikace pro druh Lactobacillus acidophilus 
Směs pro PCR byla připravena podle 5.3.2 s DNA matricí Lactobacillus acidophilus 
CCM 4833 a amplifikována s druhově specifickými primery Aci16SI a 16SII (viz 5.3.4). 
Amplifikoval se produkt PCR o velikosti 800bp (Obr.7). 
 
Obrázek 7: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (800 bp) pro druh 
Lactobacillus acidophilus. Amplifikováno bylo 5 µl DNA  Lactobacillus acidophilus 
CCM 4833 
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 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Lbc. casei 10ng/µl 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
 - produkt PCR nebyl nedetegován 
 
 Nejnižší množství DNA amplifikovatelné v PCR za vzniku druhově specifických 
produktů PCR dobře detegovatelných na gelu je 50 pg. 
 
 
 
 
 
Běh Koncentrace DNA Mn. DNA/PCR směs PCR produkt
1 Standard - 100bp žebříček
2 50 ng ++++
3 5ng +++
4 500pg ++
5 50pg +
6 5pg -
7 500fg -
8 NK - -
9 PK 50ng ++++
10ng/µl
1ng/µl
100pg/µl
10pg/µl
1pg/µl
100fg/µl
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6.2.3 Citlivost amplifikace pro rod Bifidobacterium 
Směs pro PCR byla připravená podle 5.3.2 s DNA matricí Bifidobacterium animalis 
CCM 49885 a amplifikována v PCR s rodově specifickými primery PbiF1 a PbiR2 
(viz 5.3.5). Amplifikoval se PCR produkt o velikosti 914 bp (Obr.8). 
 
Obrázek 8: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (914 bp) pro rod 
Bifidobacterium. Amplifikováno bylo 5 µl DNA  Bifidobacterium animalis CCM 49885 
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 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Bif. animalis 10ng/µl 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
   - produkt PCR nebyl nedetegován 
 
 Nejnižší množství DNA amplifikovatelné v PCR za vzniku rodově specifických 
produktů PCR dobře detegovatelných na gelu je 500 pg. 
 
 
 
 
 
 
 
Běh Koncentrace DNA Mn. DNA/PCR směs PCR produkt
1 Standard - 100bp žebříček
2 50 ng ++++
3 5ng +++
4 500pg +
5 50pg -
6 5pg -
7 500fg -
8 NK - -
9 PK 50ng ++++
10ng/µl
1ng/µl
100pg/µl
10pg/µl
1pg/µl
100fg/µl
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6.2.4 Citlivost amplifikace pro druh Bifidobacterium animalis 
Směs pro PCR byla připravena podle 5.3.2 s DNA matricí Bifidobacterium animalis 
CCM 49885 a amplifikována v PCR s druhově specifickými primery PbiR1 a BanF2 
(viz 5.3.6). Amplifikoval se PCR produkt o velikosti 925bp (Obr.9). 
 
Obrázek 9: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (925bp) pro druh 
Bifidobacterium animalis. Amplifikováno bylo 5 µl DNA  Bifidobacterium animalis CCM 
49885 
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 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Bif. animalis 10ng/µl 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
   - produkt PCR nebyl nedetegován 
 
 Nejnižší množství DNA amplifikovatelné v druhově specifické PCR za vzniku 
produktů PCR dobře detegovatelných na gelu je 5 ng. 
 
 
 
 
 
Běh Koncentrace DNA Mn. DNA/PCR směs PCR produkt
1 Standard - 100bp žebříček
2 50 ng ++++
3 5ng +++
4 500pg +/-
5 50pg +/-
6 5pg -
7 500fg -
8 NK - -
9 PK 50ng ++++
10ng/µl
1ng/µl
100pg/µl
10pg/µl
1pg/µl
100fg/µl
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6.2.5 Shrnutí citlivostí amplifikace v rodově a druhově specifických PCR 
V Tabulce 22 jsou uvedena nejnižší množství DNA amplifikovatelná v rodově a druhově 
specifických PCR za vzniku produktů PCR dobře detegovatelných na gelu. Zároveň je 
uvedeno množství buněk potřebných k izolaci daného množství DNA (1 buňka obsahuje 
zhruba 2 fg DNA – Španová, osobní sdělení). 
 
Tabulka 22: Shrnutí detekce citlivostí v rodově a druhově specifických PCR 
Množství degekovatelné DNA/množství buněk 
PCR specifické pro 5ng/2,5·106b 500pg/2,5·105b 50pg/2,5·104b 
      
rod Lactobacillus +   
Druh Lactobacillus 
acidophilus + + + 
      
      
rod Bifidobacterium + +  
Druh Bifidobacterium animalis +     
     
+ nejnižší množství detegovatelné DNA ve směsi pro PCR 
 
 V rodově specifických PCR lze amplifikací detegovat minimálně 5 ng DNA pro rod 
Lactobacillus a 500 pg DNA pro rod Bifidobacterium. V druhově specifických PCR je 
nejnižší amplifikovatelné množství DNA 50 pg DNA pro druh Lactobacillus 
acidophilus a 5 ng DNA pro druh Bifidobacterium animalis. 
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6.3 PCR s DNA izolovanou z potravinového doplňku Linex Forte pomocí 
magnetického nosiče 
DNA byla izolována z doplňku Linex Forte podle návodu 2.1. Izolovaná DNA byla použita 
pro amplifikaci v PCR s rodově a druhově specifickými primery pro rody Lactobacillus  
a Bifidobacterium a druhy Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis. Tyto druhy 
jsou ve výrobku deklarovány výrobcem. 
6.3.1 Rodově specifická PCR pro rod Lactobacillus 
DNA izolovaná ze tří různých šarží potravinových doplňků Linex Forte pomocí 
magnetických nosičů byla amplifikována za použití rodově specifických primerů LblMA-1  
a R16-1 podle programu LCBROD (viz 5.3.8). Amplifikoval se produkt PCR o velikosti 
250 bp (Obr.10). 
Obrázek 10: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (250 bp) pro rod 
Lactobacillus. Amplifikováno bylo 1 µl DNA izolované ze tří různých šarží potravinového 
doplňku Linex Forte. 
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Běh Šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 6,5 6,5 ng ++++ 
3 1' 7,7 7,7 ng ++++ 
4 2 9,5 9,5 ng +++ 
5 2' 10,5 10,5 ng ++++ 
6 3 5,25 5,25 ng ++++ 
7 3' 5,5 5,5 ng ++++ 
8 NK  - - 
9 PK 10 10 ng ++++ 
 1, 2, 3 – první izolace ze šarží 1,2,3 
 1´, 2´, 3´- druhá,opakovaná, izolace ze šarží 1,2,3 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Lbc. acidophilus (10ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
 - produkt PCR nebyl nedetegován 
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 PCR produkty specifické pro rod Lactobacillus o velikosti 250 bp byly detegovány 
v přibližně stejné intenzitě dle množství DNA v PCR směsi. Přítomnost 
amplifikovatelné DNA byla prokázána u všech testovaných šarží výrobku  
Linex Forte. 
6.3.2 Druhově specifická PCR pro druh Lactobacillus acidophilus 
DNA izolovaná ze tří různých šarží potravinových doplňků Linex Forte pomocí 
magnetických nosičů byla amplifikována za použití druhově specifických primerů Aci16SI  
a 16SII podle programu B.ANIM (viz 5.3.8). Amplifikoval se produkt PCR o velikosti 800 bp 
(Obr.11). 
 
Obrázek 11: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (800 bp) pro druh 
Lactobacillus acidophilus. Amplifikováno bylo 1 µl DNA izolované ze 3 různých šarží 
potravinového doplňku Linex Forte. 
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Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 6,5 6,5 ng +++ 
3 1' 7,7 7,7 ng ++++ 
4 2 9,5 9,5 ng +++ 
5 2' 10,5 10,5 ng ++++ 
6 3 5,25 5,25 ng ++++ 
7 3' 5,5 5,5 ng +++ 
8 NK  - - 
9 PK 10 10 ng +++ 
 1, 2, 3 – první izolace ze šarží 1,2,3 
 1´, 2´, 3´- druhá,opakovaná, izolace ze šarží 1,2,3 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Lbc. acidophilus (10ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
- produkt PCR nebyl nedetegován 
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 Produkty PCR specifické pro druh Lactobacillus acidophilus o velikosti 800 bp byly 
detegovány v přibližně stejné intenzitě dle množství DNA v PCR směsi. Přítomnost 
amplifikovatelné DNA byla prokázána u všech testovaných šarží výrobku  
Linex Forte. 
6.3.3 Rodově specifická PCR pro rod Bifidobacterium 
DNA izolovaná ze tří různých šarží potravinových doplňků Linex Forte pomocí 
magnetických nosičů byla amplifikována za použití rodově specifických primerů PbiF1  
a PbiR2 podle programu BIFI914 (viz 5.3.8). Amplifikoval se produkt PCR o velikosti 914 bp 
(Obr.12) 
Obrázek 12: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (914 bp) pro rod 
Bifidobacterium. Amplifikováno bylo 1 µl DNA izolované ze 3 různých šarží potravinového 
doplňku Linex Forte. 
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Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 6,5 6,5 ng +++ 
3 1' 7,7 7,7 ng +++ 
4 2 9,5 9,5 ng ++++ 
5 2' 10,5 10,5 ng ++++ 
6 3 5,25 5,25 ng ++++ 
7 3' 5,5 5,5 ng ++++ 
8 NK  - - 
9 PK 10 10 ng ++ 
 1, 2, 3 – první izolace ze šarží 1,2,3 
 1´, 2´, 3´- druhá,opakovaná, izolace ze šarží 1,2,3 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Bif. animalis (10ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
 - produkt PCR nebyl nedetegován 
 
 Produkty PCR specifické pro rod Bifidobacterium  o velikosti 914 bp byly detegovány 
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v přibližně stejné intenzitě dle množství DNA v PCR směsi. Přítomnost 
amplifikovatelné DNA byla prokázána u všech testovaných šarží výrobku Linex Forte. 
6.3.4 Druhově specifická PCR pro druh Bifidobacterium animalis 
DNA izolovaná ze tří různých šarží potravinových doplňků Linex Forte pomocí 
magnetických nosičů byla amplifikována za použití druhově specifických primerů PbiR1  
a BanF2 podle programu B.ANIM (viz 5.3.8). Amplifikoval se produkt PCR o velikosti 
925 bp (Obr.13). 
Obrázek 13: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (925 bp) pro druh 
Bifidobacterium animalis . Amplifikováno bylo 1 µl DNA izolované ze 3 různých šarží 
potravinového doplňku Linex Forte. 
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Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 6,5 6,5 ng +++ 
3 1' 7,7 7,7 ng ++ 
4 2 9,5 9,5 ng +++ 
5 2' 10,5 10,5 ng ++++ 
6 3 5,25 5,25 ng ++++ 
7 3' 5,5 5,5 ng ++++ 
8 NK  - - 
9 PK 10 10 ng ++++ 
 1, 2, 3 – první izolace ze šarží 1,2,3 
 1´, 2´, 3´- druhá,opakovaná, izolace ze šarží 1,2,3 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Bif. animalis (10ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
 - produkt PCR nebyl nedetegován 
 
 Produkty PCR specifické pro druh Bifidobacterium animalis o velikosti 925 bp byly 
detegovány v různé intenzitě dle množství DNA v PCR směsi. Přítomnost 
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amplifikovatelné DNA byla prokázána u všech testovaných šarží výrobku  
Linex Forte. 
6.4 PCR s DNA izolovanou z potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus 
DNA byla izolována z doplňku Pangamin Bifi Plus podle návodu 2.1. Izolovaná DNA byla 
použita pro amplifikaci v PCR s rodově a druhově specifickými primery pro rody 
Lactobacillus a Bifidobacterium a druhy Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium 
animalis. Laktobacily a bifidobakterie jsou ve výrobku deklarovány výrobcem. 
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6.4.1 Rodově specifická PCR pro rod Lactobacillus 
DNA izolovaná ze tří různých šarží potravinových doplňků Pangamin Bifi Plus pomocí 
magnetických nosičů byla amplifikována za použití rodově specifických primerů LblMA-1  
a R16-1 podle programu LCBROD (viz 5.3.8). Amplifikoval se produkt PCR o velikosti 
250 bp (Obr.14). 
 
Obrázek 14: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (250 bp) pro rod 
Lactobacillus. Amplifikováno bylo 1 µl DNA izolované ze 3 různých šarží potravinového 
doplňku Pangamin Bifi Plus. 
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Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 6,85 6,85 ng +++ 
3 1' 7,75 7,75 ng +++ 
4 2 13,55 13,55 ng ++++ 
5 2' 11,2 11,2 ng +++ 
6 3 53,8 53,8 ng +++ 
7 3' 45 45 ng +++ 
8 NK  - - 
9 PK 10 10 ng ++++ 
 1, 2, 3 – první izolace ze šarží 1,2,3 
 1´, 2´, 3´- druhá,opakovaná, izolace ze šarží 1,2,3 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Lbc. acidophilus (10ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
- produkt PCR nebyl nedetegován 
 
 Produkty PCR specifické pro rod Lactobacillus o velikosti 250 bp byly detegovány  
v přibližně stejné intenzitě dle množství DNA v PCR směsi. Přítomnost 
amplifikovatelné DNA byla prokázána u všech testovaných šarží výrobku Pangamin 
Bifi Plus. 
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6.4.2 Druhově specifická PCR pro druh Lactobacillus acidophilus 
DNA izolovaná ze tří různých šarží potravinových doplňků Pangamin Bifi Plus pomocí 
magnetických nosičů byla amplifikována za použití druhově specifických primerů Aci16SI  
a 16SII podle programu B.ANIM (viz 5.3.8). Amplifikoval se produkt PCR o velikosti 800 bp 
(Obr.15). 
 
Obrázek 15: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (800 bp) pro druh 
Lactobacillus acidophilus. Amplifikováno bylo 5 µl DNA izolované ze 3 různých šarží 
potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus. 
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 1, 2, 3 – první izolace ze šarží 1,2,3 
 1´, 2´, 3´- druhá,opakovaná, izolace ze šarží 1,2,3 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Lbc. acidophilus (10ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
 - produkt PCR nebyl nedetegován 
 
 Produkty PCR specifické pro druh Lactobacillus acidophilus o velikosti 800 bp byly 
detegovány v různé intenzitě dle množství DNA v PCR směsi. Přítomnost 
amplifikovatelné DNA byla prokázána u všech testovaných šarží výrobku Pangamin 
Bifi Plus. 
Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard   - 100bp žebříček 
2 1 6,85 34,25 ng +++ 
3 1' 7,75 38,75 ng +++ 
4 2 13,55 67,76 ng ++++ 
5 2' 11,2 56 ng +++ 
6 3 53,8 269 ng +++ 
7 3' 45 225 ng +++ 
8 NK  - - 
9 PK 10 50 ng ++++ 
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6.4.2.1 Rodově specifická PCR pro rod Bifidobacterium 
DNA izolovaná ze tří různých šarží potravinových doplňků Pangamin Bifi Plus pomocí 
magnetických nosičů byla amplifikována za použití rodově specifických primerů PbiF1  
a PbiR2 podle programu BIFI914 (viz 5.3.8). Amplifikoval se produkt PCR o velikosti 914 bp 
(Obr.16). 
 
Obrázek 16: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (914 bp) pro rod 
Bifidobacterium. Amplifikováno bylo 5 µl DNA izolované ze 3 různých šarží potravinového 
doplňku Pangamin Bifi Plus. 
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Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 6,85 34,25 ng ++ 
3 1' 7,75 38,75 ng ++ 
4 2 13,55 67,76 ng +++ 
5 2' 11,2 56 ng ++++ 
6 3 53,8 269 ng ++ 
7 3' 45 225 ng +++ 
8 NK  - - 
9 PK 10 50 ng ++++ 
 1, 2, 3 – první izolace ze šarží 1,2,3 
 1´, 2´, 3´- druhá,opakovaná, izolace ze šarží 1,2,3 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Bif. animalis (10 ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
 - produkt PCR nebyl nedetegován 
 
 Produkty PCR specifické pro rod Bifidobacterium o velikosti 914 bp byly detegovány 
v různé intenzitě dle množství DNA v PCR směsi. Přítomnost amplifikovatelné DNA 
byla prokázána u všech testovaných šarží výrobku Pangamin Bifi Plus. 
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6.4.2.2 Druhově specifická PCR pro druh Bifidobacterium animalis 
DNA izolovaná ze tří různých šarží potravinových doplňků Pangamin Bifi Plus pomocí 
magnetických nosičů byla amplifikována za použití druhově specifických primerů PbiR1  
a BanF2 podle programu B.ANIM (viz 5.3.8). Amplifikoval se produkt PCR o velikosti 
925 bp (Obr.17). 
 
Obrázek 17: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (925 bp) pro druh 
Bifidobacterium animalis. Amplifikováno bylo 5 µl DNA izolované ze 3 různých šarží 
potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus 
 
 
                    bp 
 
                1500 
               
         925bp→ 
 
                  500 
 
 
 
                  100 
 
 
Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 6,85 34,25 ng + 
3 1' 7,75 38,75 ng ++ 
4 2 13,55 67,76 ng +++ 
5 2' 11,2 56 ng + 
6 3 53,8 269 ng +++ 
7 3' 45 225 ng +++ 
8 NK  - - 
9 PK 10 50 ng ++++ 
 1, 2, 3 – první izolace ze šarží 1,2,3 
 1´, 2´, 3´- druhá,opakovaná, izolace ze šarží 1,2,3 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Bif. animalis (10 ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
   - produkt PCR nebyl nedetegován 
 
 Produkty PCR specifické pro druh Bifidobacterium animalis o velikosti 925 bp byly 
detegovány v různé intenzitě dle množství DNA v PCR směsi. Přítomnost 
amplifikovatelné DNA byla prokázána u všech testovaných šarží výrobku Pangamin 
Bifi Plus. 
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6.4.3 Srovnání amplifikovatelností DNA v jednotlivých tabletách výrobků Pangamin 
Bifi Plus 
Z každé šarže výrobku Pangamin Bifi Plus bylo připraveno osm hrubých lyzátů, každý 
z 1 g tablety (asi 2,5 tablety), ze kterých byla pomocí magnetických nosičů izolována DNA  
a amplifikována pomocí rodově a druhově specifických PCR. 
6.4.3.1 Rodově specifická PCR pro rod Lactobacillus 
DNA izolovaná pomocí magnetických nosičů z 8 hrubých lyzátů  první, druhé a třetí šarže 
potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus byla amplifikována za použití rodově 
specifických primerů LblMA-1 a R16-1 podle programu LCBROD (viz 5.3.8). Amplifikoval 
se produkt PCR o velikosti 250 bp (Obr. 18-20). 
 
Obrázek 18: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (250 bp) pro rod 
Lactobacillus. Amplifikováno bylo 5 µl DNA izolované z 8 různých hrubých lyzátů první 
šarže potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus. 
 
 
                  bp 
              1500 
              1000 
 
                500 
 
                 250→ 
                     100 
 
 
 
 
Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 6,85 34,25 ng +++ 
3 2 79,6 398 ng ++++ 
4 3 38,27 191,35 ng ++++ 
5 4 14 70 ng +++ 
6 5 25,83 129,15ng ++++ 
7 6 10,93 54,65 ng +++ 
8 7 21,2 106 ng ++++ 
9 8 17,67 88,35 ng ++++ 
10 NK  - - 
11 PK 10 50 ng ++++ 
 1-9 – izolovaná DNA 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Lbc. acidophilus (10 ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
 - produkt PCR nebyl nedetegován 
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Obrázek 19: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (250 bp) pro rod 
Lactobacillus. Amplifikováno bylo 5 µl DNA izolované z 8 různých hrubých lyzátů druhé 
šarže potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus 
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Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 13,55 67,75 ng +++ 
3 2 14,3 71,5 ng ++++ 
4 3 14,15 70,75 ng ++++ 
5 4 11,5 57,5 ng ++ 
6 5 10,65 53,25 ng ++++ 
7 6 21,03 105,15 ng +++ 
8 7 7,25 36,25 ng +++ 
9 8 9 45 ng ++++ 
10 NK  - - 
11 PK 10 50 ng ++++ 
 1-9 – izolovaná DNA 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Lbc. acidophilus 10 ng/µl 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
 - produkt PCR nebyl nedetegován 
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Obrázek 20: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (250 bp) pro rod 
Lactobacillus. Amplifikováno bylo 5 µl DNA izolované z 8 různých hrubých lyzátů třetí 
šarže potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus 
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Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100 bp žebříček 
2 1 53,8 269 ng ++ 
3 2 18,35 91,75 ng ++++ 
4 3 8,58 42,9 ng +++ 
5 4 7,25 36,25 ng ++++ 
6 5 15,93 79,65 ng ++++ 
7 6 13,9 69,5 ng ++++ 
8 7 10,6 53 ng +++ 
9 8 10,36 51,8 ng ++++ 
10 NK  - - 
11 PK 10 50 ng ++++ 
 1-9 – izolovaná DNA 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Lbc. acidophilus (10 ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
 - produkt PCR nebyl nedetegován 
 
 Produkty PCR specifické pro rod Lactobacillus o velikosti 250 bp byly detegovány  
v různé intenzitě dle množství cílové DNA v PCR směsi. Přítomnost DNA 
kompatibilní s PCR byla prokázána u všech šarží výrobku. 
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6.4.3.2 Druhově specifická PCR pro druh Lactobacillus acidophilus 
DNA izolovaná z 8 hrubých lyzátů  první, druhé a třetí šarže potravinového doplňku 
Pangamin Bifi Plus pomocí magnetických nosičů byla amplifikována za použití druhově 
specifických primerů Aci16SI a 16SII podle programu B.ANIM (viz 5.3.8). Amplifikoval se 
produkt PCR o velikosti 800 bp (Obr.21-23). 
 
Obrázek 21: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (800 bp) pro druh 
Lactobacillus acidophilus. Amplifikováno bylo 5 µl DNA izolované z 8 různých hrubých 
lyzátů první šarže potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus 
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Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100 bp žebříček 
2 1 6,85 34,25 ng +++ 
3 2 79,6 398 ng +++ 
4 3 38,27 191,35 ng +++ 
5 4 14 70 ng +++ 
6 5 25,83 129,15ng +++ 
7 6 10,93 54,65 ng +++ 
8 7 21,2 106 ng +++ 
9 8 17,67 88,35 ng +++ 
10 NK  - - 
11 PK 10 50 ng ++++ 
 1-9 – izolovaná DNA 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Lbc. acidophilus (10 ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
   - produkt PCR nebyl nedetegován 
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Obrázek 22: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (800 bp) pro druh 
Lactobacillus acidophilus. Amplifikováno bylo 5 µl DNA izolované z 8 různých hrubých 
lyzátů druhé šarže potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus 
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Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 13,55 67,75 ng +++ 
3 2 14,3 71,5 ng +++ 
4 3 14,15 70,75 ng +++ 
5 4 11,5 57,5 ng +++ 
6 5 10,65 53,25 ng +++ 
7 6 21,03 105,15 ng +++ 
8 7 7,25 36,25 ng +++ 
9 8 9 45 ng +++ 
10 NK  - - 
11 PK 10 50 ng ++++ 
  
 1-9 – izolovaná DNA 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Lbc. acidophilus (10 ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
   - produkt PCR nebyl nedetegován 
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Obrázek 23: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (800 bp) pro druh 
Lactobacillus acidophilus. Amplifikováno bylo 5 µl DNA izolované z 8 různých hrubých 
lyzátů třetí šarže potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus 
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Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100 bp žebříček 
2 1 53,8 269 ng +++ 
3 2 18,35 91,75 ng +++ 
4 3 8,58 42,9 ng +++ 
5 4 7,25 36,25 ng +++ 
6 5 15,93 79,65 ng +++ 
7 6 13,9 69,5 ng +++ 
8 7 10,6 53 ng +++ 
9 8 10,36 51,8 ng ++++ 
10 NK  - - 
11 PK 10 50 ng ++++ 
 
 1-9 – izolovaná DNA 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Lbc. acidophilus 10 ng/µl 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
   - produkt PCR nebyl nedetegován 
 
 Produkty PCR specifické pro druh Lactobacillus acidophilus o velikosti 800 bp byly 
detegovány v různé intenzitě dle množství cílové DNA v PCR směsi. Přítomnost DNA 
kompatibilní s PCR byla prokázána u všech šarží výrobku. 
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6.4.3.3 Rodově specifická PCR pro rod Bifidobacterium 
DNA izolovaná z 8 hrubých lyzátů  první, druhé a třetí šarže potravinového doplňku 
Pangamin Bifi Plus pomocí magnetických nosičů byla amplifikována za použití rodově 
specifických primerů PbiF1 a PbiR2 podle programu BIFI914 (viz 5.3.8). Amplifikoval se 
produkt PCR o velikosti 914 bp (Obr.24-26). 
 
Obrázek 24: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (914 bp) pro rod 
Bifidobacterium. Amplifikováno bylo 5 µl DNA izolované z 8 různých hrubých lyzátů první 
šarže potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus 
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Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 6,85 34,25 ng ++ 
3 2 79,6 398 ng +++ 
4 3 38,27 191,35 ng ++ 
5 4 14 70 ng ++ 
6 5 25,83 129,15ng ++ 
7 6 10,93 54,65 ng ++ 
8 7 21,2 106 ng ++ 
9 8 17,67 88,35 ng +++ 
10 NK  - - 
11 PK 10 50 ng ++++ 
 1-9 – izolovaná DNA 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Bif. animalis (10 ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
   - produkt PCR nebyl nedetegován 
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Obrázek 25: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (914 bp) pro rod 
Bifidobacterium. Amplifikováno bylo 5 µl DNA izolované z 8 různých hrubých lyzátů druhé 
šarže potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus 
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Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 13,55 67,75 ng ++ 
3 2 14,3 71,5 ng ++++ 
4 3 14,15 70,75 ng ++ 
5 4 11,5 57,5 ng +++ 
6 5 10,65 53,25 ng +++ 
7 6 21,03 105,15 ng ++++ 
8 7 7,25 36,25 ng + 
9 8 9 45 ng + 
10 NK  - - 
11 PK 10 50 ng ++++ 
 1-9 – izolovaná DNA 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Bif. animalis (10 ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
   - produkt PCR nebyl nedetegován 
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Obrázek 26: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (914 bp) pro rod 
Bifidobacterium. Amplifikováno bylo 5 µl DNA izolované z 8 různých hrubých lyzátů třetí 
šarže potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus 
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Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 53,8 269 ng ++ 
3 2 18,35 91,75 ng ++ 
4 3 8,58 42,9 ng +++ 
5 4 7,25 36,25 ng ++ 
6 5 15,93 79,65 ng +++ 
7 6 13,9 69,5 ng + 
8 7 10,6 53 ng ++ 
9 8 10,36 51,8 ng + 
10 NK  - - 
11 PK 10 50 ng ++++ 
 1-9 – izolovaná DNA 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Bif. animalis (10 ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
   - produkt PCR nebyl nedetegován 
 
 Produkty PCR specifické pro rod Bifidobacterium o velikosti 914 bp byly detegovány 
v různé intenzitě dle množství cílové DNA v PCR směsích. Přítomnost DNA 
kompatibilní s PCR byla prokázána u všech šarží výrobku. 
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6.4.3.4 Druhově specifická PCR pro druh Bifidobacterium animalis 
DNA izolovaná z 8 hrubých lyzátů  první, druhé a třetí šarže potravinového doplňku 
Pangamin Bifi Plus pomocí magnetických nosičů byla amplifikována za použití druhově 
specifických primerů PbiF1 a BanR2 podle programu B.ANIM (viz 5.3.8). Amplifikoval se 
produkt PCR o velikosti 925 bp (Obr.27-29). 
 
Obrázek 27: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (925 bp) pro druh 
Bifidobacterium animalis . Amplifikováno bylo 5 µl DNA izolované z 8 různých hrubých 
lyzátů první šarže potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus 
 
 
                  bp 
 
              1500 
                 925→ 
 
                     500 
 
 
 
                     100 
 
 
Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 6,85 34,25 ng + 
3 2 79,6 398 ng +++ 
4 3 38,27 191,35 ng + 
5 4 14 70 ng ++ 
6 5 25,83 129,15ng ++ 
7 6 10,93 54,65 ng ++ 
8 7 21,2 106 ng ++ 
9 8 17,67 88,35 ng +++ 
10 NK  - - 
11 PK 10 50 ng ++++ 
 1-9 – izolovaná DNA 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Bif. animalis (10 ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
   - produkt PCR nebyl nedetegován 
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Obrázek 28: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (925 bp) pro druh 
Bifidobacterium animalis . Amplifikováno bylo 5 µl DNA izolované z 8 různých hrubých 
lyzátů druhé šarže potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus 
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Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 13,55 67,75 ng + 
3 2 14,3 71,5 ng ++++ 
4 3 14,15 70,75 ng +++ 
5 4 11,5 57,5 ng +++ 
6 5 10,65 53,25 ng +++ 
7 6 21,03 105,15 ng ++++ 
8 7 7,25 36,25 ng + 
9 8 9 45 ng +/- 
10 NK  - - 
11 PK 10 50 ng ++++ 
 1-9 – izolovaná DNA 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Bif. animalis (10 ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
   - produkt PCR nebyl nedetegován 
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Obrázek 29: Agarózová gelová elektroforéza specifických produktů PCR (925 bp) pro druh 
Bifidobacterium animalis . Amplifikováno bylo 5 µl DNA izolované z 8 různých hrubých 
lyzátů třetí šarže potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus 
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Běh šarže Mn. DNA (ng/µl) 
Mn. DNA/PCR 
směs 
PCR produkt 
1 Standard  - 100bp žebříček 
2 1 53,8 269 ng +++ 
3 2 18,35 91,75 ng ++ 
4 3 8,58 42,9 ng +++ 
5 4 7,25 36,25 ng +++ 
6 5 15,93 79,65 ng +++ 
7 6 13,9 69,5 ng +++ 
8 7 10,6 53 ng +++ 
9 8 10,36 51,8 ng +++ 
10 NK  - - 
11 PK 10 50 ng ++++ 
 1-9 – izolovaná DNA 
 NK – negativní kontrola, DNA nepřítomná 
 PK – pozitivní kontrola s DNA Bif. animalis (10 ng/µl) 
 Detekce produktu PCR:  
 ++++ velmi silně; +++ silně; ++ zřetelně; + slabě 
   - produkt PCR nebyl nedetegován 
 
 Produkty PCR specifické pro druh Bifidobacterium animalis o velikosti 925 bp byly 
detegovány v různé intenzitě dle množství cílové DNA v PCR směsi. Přítomnost DNA 
kompatibilní s PCR byla prokázána u všech šarží výrobku. 
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6.5 Výsledek analýzy přítomnosti probiotických bakterií mléčného kvašení 
v potravinových doplňcích 
Byly analyzovány vždy tři různé šarže dvou různých potravinových doplňků (Linex Forte  
a Pangamin Bifi Plus) na přítomnost probiotických bakterií mléčného kvašení v souladu 
s deklarovaným složením uváděným výrobcem na obale produktu. Ve všech šaržích obou 
výrobků byly deklarované rody i druhy potvrzeny. U výrobku Pangamin Bifi Plus bylo 
prokázáno, že obsahuje druhy Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis. 
6.6 Srovnání deklarované a detekované přítomnosti probiotických bakterií 
mléčného kvašení 
Přítomnost deklarovaných probiotických bakterií mléčného kvašení byla prokázána  
u všech šarží obou potravinových doplňků. Jejich množství se liší v jednotlivých šaržích 
výrobků, u kterých byla spektrofotometricky změřena odlišná koncentrace DNA a v rodově  
a druhově specifických PCR amplifikována a detekována různá množství DNA, což je patrné 
z intenzity jednotlivých. Přítomné množství těchto mikroorganismů se liší také v rámci 
jednotlivých tablet jednoho balení konkrétně u výrobku Pangamin Bifi Plus. 
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7 DISKUZE 
7.1 Izolace DNA z výrobků 
DNA ze tří různých šarží dvou komplexních matric potravinových doplňků (Linex Forte  
a Pangamin Bifi Plus) byla izolována z hrubých lyzátů buněk pomocí magnetických částic  
P(HEMA-co-GAMA). DNA byla izolována v nízkých koncentracích, proto její intaktnost 
nebylo možné stanovit agarózovou elektroforézou. Jedná se o alternativní metodu izolace 
DNA, která byla popsána v literatuře [41, 42]. 
7.2 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA 
 Pro zjištění koncentrace a čistoty izolované DNA (vytemperované na laboratorní teplotu) 
byla změřená absorbance na NanoPhotometru v rozmezí vlnových délek 230 – 320 nm.  
Nukleové kyseliny vykazují absorpční maximum při vlnové délce 260 nm. Koncentraci DNA 
lze stanovit ze stavu, že A260 = 1 odpovídá koncentraci 50 ng/µl ds DNA. Do výsledné 
koncentrace je započítán i faktor zředění, délka optické dráhy (Lid faktor) a korekce pozadí 
tedy hodnota aborbance při vlnové délce 320 nm. 
Vztah na výpočet koncentrace: cds DNA = (A260 – A320) x 50 x Lid faktor [ng/µl] [46]. 
Čistota byla stanovena z poměru absorbancí A260/A280 [12] a pohybuje se v rozmezí  
od 0,87 do 1,83. Hodnota je zkreslená nízkou koncentrací DNA a nízkou hodnotou 
adsorbance. DNA izolovaná magnetickými nosiči bývá v čistotě pro molekulárně biologické 
aplikace [45]. Čistota DNA vhodná pro amplifikaci v PCR se pohybuje v rozmezí od 1,8  
do 2,00, pokud je poměr absorbancí nižší než 1,8, jedná se o DNA znečištěnou proteiny.V 
případě, že poměr přesahuje 2,0 je ve vzorku přítomná RNA [12]. 
Množství izolované DNA na 1 g výrobku se pohybovalo v rozmezí od 0,53 do 1,05 µg 
DNA Linex Forte a pro Pangamin Bifi Plus v množství od 0,69 do 79,60 µg DNA. Toto 
množství je dostatečné pro PCR. DNA byla naředěná na 10 ng/µl a amplifikována 
v polymerázové řetězové reakci, protože velké množství DNA v PCR směsích vede ke vzniku 
nespecifických produktů [27]. 
7.3 Optimalizace PCR 
Citlivost PCR slouží ke zjištění nejnižšího množství amplifikovatelné DNA v rodově  
a druhově specifických PCR a následné detekci amplikonů pomocí agarózové gelové 
elektroforézy [27]. Každá PCR reakce musí být optimalizována a podle toho lze  
po amplifikace detegovat produkty PCR. V této práci ve všech použitých reakcích PCR bylo 
možné amplifikovat 5 ng DNA (a více) za vzniku produktů PCR dobře detegovatelných  
na gelu. Toto množství DNA se získá u přibližně 2,5·106 buněk. 
7.4 Analýza  DNA výrobku Linex Forte 
7.4.1 Rodově specifická PCR pro rod Lactobacillus  
Amplifikace DNA v rodově specifické PCR pro rod Lactobacillus proběhla podle 
programu LBCROD s rodově specifickými primery LbLMA 1-rev a R16-1. Tyto primery 
navrhl Dubernet a spol. [25]. Produkt PCR o velikosti 250 bp se amplifikoval u všech tří šarží 
testované komplexní matrice potravinového doplňku Linex Forte. Tím byla potvrzena 
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přítomnost bakterií rodu Lactobacillus deklarované výrobcem. 
7.4.2 Druhově specifická PCR pro druh Lactobacillus acidophilus 
Lb. acidophilus je často přidáván do potravinových doplňků jako probiotický 
mikroorganismus  [6]. 
Druhově specifická PCR pro druh Lactobacillus acidophilus proběhla podle programu 
B.ANIM s druhově specifickými primery Aci 16SI a 16SII. Primery navrhl Tilsala-Timisjarvi 
a spol. [25]. Produkt PCR o velikosti 800 bp byl u výrobku Linex Forte detegován ve všech 
šaržích. Přítomnost probiotických bakterií druhu Lactobacillus acidophilus u tohoto výrobku 
je deklarována výrobcem. 
7.4.3 Rodově specifická PCR pro rod Bifidobacterium 
Bakterie rodu Bifidobacterium obsahují řadu probiotických druhů [29]. 
S využitím rodově specifických primerů Pbi F1 a Pbi R2 pro rod Bifidobacterium, které 
navrhli Roy a Sirois [25], proběhla rodově specifická PCR podle programu BIFI914  
a následně na agarózové gelové elektroforéze byl detegován produkt PCR o velikosti 914 bp 
ve všech třech šaržích testovaného preparátu. Deklarovaná přítomnost bakterií byla tímto 
ověřena. 
7.4.4 Druhově specifická PCR pro druh Bifidobacterium animalis 
Amplifikace DNA  pro druh Bifidobacterium animalis proběhla podle programu B.ANIM 
s využitím druhově specifických primerů Pbi R1 a Ban F2. Primery navrhl Matsuki a spol. 
[25]. Amplifikoval se PCR produkt velikosti 925 bp u všech tří šarží potravinového doplňku. 
Výrobce potravinového doplňku Linex Forte deklaruje přítomnost těchto bakterií, což bylo 
ověřeno.  
7.5 Analýza DNA výrobku Pangamin Bifi Plus 
Pangamin Bifi Plus vedle laktobacilů a bifidobakterií obsahuje především kvasinky. 
Množství DNA přítomných kvasinek pravděpodobně převyšuje množství probiotických 
bakterií. 
7.5.1 Rodově specifická PCR pro rod Lactobacillus  
Amplifikace DNA v rodově specifické PCR pro rod Lactobacillus proběhla podle 
programu LBCROD s rodově specifickými primery LbLMA 1-rev a R16-1. PCR produkt  
o velikosti 250 bp se amplifikoval u všech tří šarží testované komplexní matrice 
potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus. Tím byla potvrzena přítomnost bakterií rodu 
Lactobacillus deklarované výrobcem. 
Podle stejného postupu proběhla i rodově specifická PCR pro rod Lactobacillus  
pro ověření a porovnání množství DNA izolované z osmi hrubých lyzátů jedné šarže, tedy 
porovnání množství DNA vztažené na jednu tabletu. U každé izolované DNA z různého 
hrubého lyzátu připraveného z různých šarží byla přítomnost bakterií rodu Lactobacillus 
prokázána. 
Z literatury jsou známy probiotické druhy bakterií rodu Lactobacillus [1,6]. 
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7.5.2 Druhově specifická PCR pro druh Lactobacillus acidophilus 
U potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus je deklarována přítomnost laktobacilů,  
o které konkrétní druhy se jedná není uvedeno. Druhově specifická PCR pro druh 
Lactobacillus acidophilus proběhla podle programu B.ANIM s druhově specifickými primery 
Aci 16SI a 16SII. Při amplifikaci 1 µl DNA v programu o třiceti cyklech byl detekován velmi 
slabý, téměř nedetekovatelný PCR produkt. Z toho důvodu byla provedena optimalizace 
druhově specifické PCR, kdy došlo ke zvýšení množství amplifikované DNA na 5 µl/PCR 
směs a ke zvýšení počtu cyklů amplifikace ze 30 na 35. Následně byl PCR produkt o velikosti 
800 bp detekován a prokázána tak přítomnost bakterií druhu Lactobacillus acidophilus  
ve výrobku Pangamin Bifi Plus.  
Podle stejného postupu proběhla i PCR specifická pro druh Lactobacillus acidophilus  
pro ověření a porovnání množství DNA izolované z osmi hrubých lyzátů jedné šarže, tedy 
porovnání množství DNA vztažené na jednu tabletu. U každé izolované DNA z různého 
hrubého lyzátu byla přítomnost bakterií druhu Lactobacillus acidophilus prokázána. 
DNA bakterií rodu Lactobacillus tvoří jen část z celkové DNA. Tak je tomu i u jiných 
výrobků. Proto jsou PCR produkty méně intenzivnější, i když do PCR směsi bylo přidáno 
velké množství DNA. 
7.5.3 Rodově specifická PCR pro rod Bifidobacterium 
S využitím rodově specifických primerů Pbi F1 a Pbi R2 pro rod Bifidobacterium proběhla 
rodově specifická PCR podle programu BIFI914. Pomocí agarózové gelové elektroforézy 
bohužel nebyl detekován žádný PCR produkt. Opět muselo dojít ke zvýšení množství 
amplifikované DNA na 5 µl a počet cyklů amplifikace byl navýšen o pět, tedy z 30 na 35 
cyklů. Poté již byly PCR produkty velikosti 914 bp detegovatelné ve všech šaržích. 
Přítomnost  bakterií rodu Bifidobacterium byla prokázána a shoduje se s údaji deklarovanými 
výrobcem. 
Podle stejného postupu proběhla i rodově specifická PCR pro rod Bifidobacterium  
pro ověření a porovnání DNA izolované z osmi hrubých lyzátů jedné šarže. U každé 
izolované DNA z různého hrubého lyzátu byla přítomnost bakterií rodu Bifidobacterium 
prokázána. 
7.5.4 Druhově specifická PCR pro druh Bifidobacterium animalis 
Z předchozích zkušeností bylo amplifikováno 5 µl DNA/PCR směs ve 35 cyklech. 
Amplifikace DNA pro druh Bifidobacterium animalis proběhla podle programu B.ANIM 
s využitím druhově specifických primerů PbiR1 a BanF2. Amplifikoval se produkt PCR  
o velikosti 925 bp u všech tří šarží výrobku. Výrobce tablet Pangamin Bifi Plus uvádí pouze 
přítomnost bifidobakterií, jejichž DNA byla ověřena; byla prokázána přítomnost bakterií 
druhu Bifidobacterium animalis. 
Podle stejného postupu proběhla i rodově specifická PCR pro druh Bifidobacterium 
animalis pro ověření a porovnání množství DNA izolované z osmi hrubých lyzátů jedné šarže. 
U každé izolované DNA z různého hrubého lyzátu byla přítomnost bakterií druhu 
Bifidobacterium animalis prokázána. 
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7.6 Srovnání analýzy přítomnosti probiotických bakterií mléčného kvašení 
v potravinových doplňcích. 
Mikrobiální analýza mléčných výrobků a potravinových doplňků prokázala, že množství  
a zastoupení bakteriálních druhů ne vždy odpovídá informaci ovedené na etiketě produktu 
[4,42,43]. 
V souladu s výrobcem deklarovanými údaji na obalech analyzovaných potravinových 
doplňků byla ověřena přítomnost probiotických bakterií mléčného kvašení a bifidobakterií  
ve všech třech šaržích obou testovaných preparátů, avšak v odlišných množstvích. Možná je 
to dáno technologií výroby. 
 
Nejprve byly analyzovány tři různé šarže dvou potravinových doplňků (Linex Forte, 
Pangamin Bifi Plus). Z každé šarže byl připraven hrubý lyzát a z každého hrubého lyzátu byla 
izolována DNA pomocí magnetických částic dvakrát, tj. z každého hrubého lyzátu byly 
izolovány dva vzorky DNA. První předpoklad byl, že z jednoho hrubého lyzátu by měla být 
DNA vyizolována o přibižně stejné koncentraci. Tento předpoklad byl potvrzen  
(viz Tabulka 18). Je možné pozorovat menší odchylky v koncentracích mezi dvěma izoláty 
stejné šarže, ale tyto odchylky nepřesahují 5 %. Může to být způsobeno během izolace 
pomocí magnetických nosičů, chybou při pipetování nebo nedostatečným promytím. Druhá 
chyba mohla nastat při spektrofotometrickém stanovení koncentrace a čistoty, kdy vzorek 
s DNA nemusel být dostatečně promíchán. 
Patrnější rozdíly jsou již při porovnání jednotlivých šarží (viz Tabulka 18). Zde se spíše 
než o chybu při pipetování během izolace DNA či při spektrofotemetrickém měření jedná  
o různá množství přítomnosti bakterií mléčného kvašení v různých šaržích. Rozdílné 
koncentrace jsou pozorovatelné u obrázků s průkazem rodově a druhově specifických 
produktů PCR, kde jednotlivé zóny mají různou intenzitu, která se odráží v množství cílové 
DNA přítomné v PCR směsi. Naměřené koncentrace DNA byly v rozmezí od 5,5  
do 10,5 ng/µl pro Linex Forte v všech třech šaržích. Rozdíl těchto koncentrací je dvojnásobný 
a dá se tedy předpokládat velmi podobné množství bakterií mléčného kvašení v každé 
vyrobené šarži. U potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus byl rozdíl v naměřených 
koncentrací DNA až desetinásobný. Izolovaná DNA ze všech šarží se pohybovala v rozmezí 
6,85 do 79,60 ng/µl. 
Dále byl analyzován pouze výrobek Pangamin Bifi Plus, kdy bylo připraveno osm hrubých 
lyzátů z každé šarže a z nich izolována DNA pomocí magnetických nosičů. Každý hrubý lyzát 
byl připraven z 1 g výrobku (asi 2,5 tablety). Testováno bylo, zda každá tableta obsahuje 
stejné množství bakterií mléčného kvašení. Tento předpoklad nebyl potvrzen.  
Po spektrofotometrickém stanovení (viz Tabulky 19-21) bylo zřejmé, že po izolaci DNA 
z hrubých lyzátů je v každém vzorku jiné množství DNA. Koncentrace se pohybovaly 
v rozmezí od 6,85 do 79,60 ng/µl. Tento rozdíl je poměrně vysoký, více než desetinásobný, 
tudíž se jedná spíše o množstevní rozdíly v množství přítomných buněk v tabletách než  
o chyby při pipetování či měření. Tím bylo prokázáno odlišné množství bakteriální DNA 
v každé tabletě jednoho balení. Výrobce ovšem deklaruje pouze přítomnost laktobacilů  
a bifidobakterií, nikoliv jejich množství. Rozdílné množství DNA je i patrné z jednotlivých 
obrázků rodově a druhově specifických PCR produktů, jejichž intenzita se odráží od množství 
cílové DNA v PCR směsi. 
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8 ZÁVĚR 
Cílem práce bylo identifikovat bakterie mléčného kvašení a bifidobakterie ve třech šaržích 
dvou vybraných doplňků stravy Linex Forte a Pangmain Bifi Plus.  
1. Izolace DNA byla provedena z hrubých lyzátů buněk pomocí magnetických částic 
(P(HEMA-co-GMA)) pokrytých karboxylovými skupinami. Bylo ověřeno, že tyto částice 
jsou vhodné pro izolaci dostatečného množství DNA v kvalitě vhodné pro PCR. Následná 
amplifikace DNA byla provedena s využitím rodově a druhově specifických primerů 
v rodově a druhově specifických PCR. PCR produkty byly detekovány na agarózovém 
gelu. 
2. Pomocí PCR byla prokázána přítomnost bakterií rodu Lactobacillus, druh 
Lactobacillus acidophilus, rodu Bifidobacterium, druh Bifidobacterium animalis  
v  souladu s údaji deklarovanými výrobcem. U výrobku Pangamin Bifi Plus byly 
prokázány jak rody Lactobacillus a Bifidobacterium, tak druhy Lactobacillus acidophilus 
a Bifidobacterium animalis. 
3. Ve třech analyzovaných šaržích byla DNA izolována v koncentracích od 5,5  
do 10,5 ng/µl u výrobku Linex Forte. U potravinového doplňku Pangamin Bifi Plus byl 
rozdíl v naměřených koncentrací v rozmezí od 6,85 do 79,60 ng/µl.  
4. U výrobku Pangamin Bifi Plus v 8 x 1 g, což odpovídá zhruba 8 x 2,5 tabletám, byla 
koncentrace izolované DNA v rozmezí od 7,25 – 53,80 ng/µl.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
66 
9 SEZNAM POUŽITÝCH LITERÁRNÍCH ZDROJŮ 
 
[1] GÖRNER, F.; VALÍK, L´. Aplikovaná mikrobiológia požívatín. 1. vydanie. Bratislava: 
Malé centrum, 2004. 528 s. ISBN 80-967064-9-7. 
 
[2]  KLAENHAMMER, T. R.; BARRANGOU, R.; BUCK, B. L.; AZCARATE-PERIL, M. 
A.; ALTERMANN, E. Genomic features of lactic acid bacteria effecting bioprocessing and 
health. FEMS Microbiology Reviews. 2005, 29, s. 393-409. 
 
[3]  VAUGHAN, E. E.; HEILIG, H.; BEN-AMOR, K.; de VOS, W. M. Diversity, vitality and 
activities of intestinal lactic acid bacteria and bifidobacteria assessed by molecular 
approaches. FEMS Microbiology Reviews. 2005, 29, s. 477–490. 
 
[4]  JANOSZOWSKÁ, Dagmar. Analýza genomů baktérií mléčného kvašení a jejich zdraví 
prospěšných vlastností. Brno, 2006. 32 s. Bakalářská práce. Masarykova univerzita, 
Přírodovědecká fakulta. 
 
[5]  ŠILHÁNKOVÁ, L. Mikrobiologie pro potravináře, 3. opravené vyd. Praha: Academia, 
2002. 363 s. ISBN 80-200-1024-6. 
 
[6]  GIRAFFA, G.; CHANISHVILI, N.; WIDYASTUTI, Y. Importance of lactobacilli in food 
and feed biotechnology. Research in Microbiology. 2010, 161, s. 480-487. 
 
[7]  BERNARDEAU, M.; GUEGUEN, M.; VERNOUX, J. P. Beneficial lactobacilli in food 
and feed: long – term use, biodiversity and proposals for specific and realistic safety 
assessments. FEMS Microbiology Reviews. 2006, 30, s.487 – 513. 
 
[8]  SEDLÁČEK, I. Taxonomie prokaryot, 1.vyd. Brno: Masarykova univerzita, 2007. 270 s. 
ISBN 80-210-4207-9. 
 
[9] Current News [online]. [cit. 2011-03-27]. Biology.usu. Dostupné z WWW: 
<http://bioweb.usu.edu/emlab/current%20news.html>. 
 
[10]  KLABAN, V. Ilustrovaný mikrobiologický slovník. 1. vyd. Praha 5 : Galén, 2005. 654 s. 
ISBN 80-7262-341-9. 
 
[11]  Lactobacillus acidophilus - Pictures [online]. 2007 [cit. 2011-03-27]. Lactobacillus 
acidophilus.  
Dostupné z WWW: <http://cahoney-l-acidophilus.pbworks.com/f/L.%20acidophilus.jpg>. 
 
[12]  BALOGOVÁ, P. Izolace a identifikace DNA probiotických bakterií v komplexních 
matricích. Brno, 2010. 96 s. Diplomová práce. Vysoké učení technickév Brně, Chemická 
fakulta. 
 
[13]  Bifidobacterium animalis [online]. [cit. 2011-03-27]. Citizendium. Dostupné z WWW: 
<http://en.citizendium.org/images/thumb/0/06/Bifidobacterium.jpg/200px-Bifidobacterium.jpg>. 
67 
[14]  GISMONDO, M.R.; DRAGO, L.; LOMBARDI, A. Review of probiotics available  
to modify gastrointestinal flora. International Journal of Antimicrobial Agents. 1999, 12, 
s.287-92. 
 
[15]  Department of Microbiology [online]. [cit. 2011-04-11]. MU Přírodovědecká fakulta. 
Dostupné z WWW: <http://www.sci.muni.cz/mikrob/mikrofloraGIT/funkcnipotrav/odk2.htm>. 
 
[16]  TURKOVÁ, K. Využití metod amplifikace DNA při identifikaci baktérií rodu 
Lactobacillus. Brno, 2009. 106 s. Diplomová práce. Masarykova univerzita, Přírodovědecká 
fakulta. 
 
[17]  ZOVČÁKOVÁ, M. Identifikace probiotických bakterií ve farmakách. Brno, 2010. 66 s. 
Diplomová práce. Vysoké učení technické v Brně, Chemická fakulta. 
 
[18]  VODRÁŽKA, Z. Biochemie, 2. opravené vyd. Praha: Academia, 2002, dotisk 2007,  
192 s. ISBN 80-200-0439-4. 
 
[19] GORBACH, S.L. Probiotics in the Third Millennium. Digestieve Liver Disseas.e 2002, 
34(Suppl.2), s. 52-57. 
 
[20] NAYAK, S.K. Probiotics and immunity: A fish perspective. Fish & Shellfish 
Immunology. 2010, 29, s. 2-14. 
 
[21]  VOLTAVA, M.; kolektiv. Lékařská mikrobiologie speciální. 1. vyd. Brno : Neptun, 
2003, 495 s. ISBN-10: 80-902896-6-5. 
 
[22]  Studijní materiál, PCR, Masarykova univerzita, Přírodovědecká fakulta, Biochemie II – 
seminář, 2008. 
 
[23]  PETROVÁ, K. Identifikace bakterií mléčného kvašení (BMK) v mléčných výrobcích 
s využitím metod amplifikace DNA. Brno, 2006. 69s. Diplomová práce. Masarykova 
univerzita, Přírodovědecká fakulta. 
 
[24]  KRÁLOVÁ, B.; FUKAL, L.; RAUCH, P.; RUML, T. Bioanalytické metody, 3. vyd. 
Praha: VŠCHT, 2007, 254 s. ISBN 978-807080-449-3. 
 
[25] ŠPANOVÁ,  A.; RITTICH, B. Analýza vybraných druhů bakterií mléčného kvašení 
pomocí metod molekulární biologie. Brno : Vysoké učení technické v Brně, Fakulta chemická. 
2010. 86 s. ISBN 978-80-214-4004-3. 
 
[26] KOTIANOVÁ. M. Identifikace bakterií rodu Bifidobakterium s využitím metod 
amplifikace DNA. Brno, 2009, 73 s. Diplomová práce, Masarykova univerzita, 
Přírodovědecká fakulta. 
 
[27]  PCR Polymerase Chain Reaction [online]. [cit. 2011-03-5]. PCR Station. Dostupné  
z WWW: <http://www.pcrstation.com/>. 
 
68 
 
[28]  LJUNGH, Å.; WADSTRÖM, T. Lactobacillus Molecular Biology : From Genomics to 
Probiotics. Norfolk : Caister Academic Press, 2009. 205 s. ISBN 978-1-904455-41-7. 
 
[29]  MAYO, B.; VAN SINDEREN, D. Bifidobacteria : Genomics and Molecular Aspects. 
Norfolk : Caister Academic Press, 2010. 245 s. ISBN 978-1-904455-68-4. 
 
[30]  Biology Animation Library [online]. [cit. 2011-03-21]. Dolan DNA Learning Center. 
Dostupné z WWW: <http://www.dnalc.org/resources/animations/pcr.html>. 
 
[31]  TRENEV, A. Probiotics: nature´s internal healers. New York : Penguin Putnam, 1998. 
255 s. ISBN 0-89529-847-3. 
 
[32] LEE, Y.K.; SALMIEN, S. Handbook of probiotics and prebiotics. 2nd edition.  
New Jersey : John Wiley Sons, 2009. 595 s. ISBN 978-0-470-13544-0. 
 
[33]  Project Pictures [online]. [cit. 2011-04-12]. The Copernicus Project. Dostupné z WWW: 
<http://www.copernicusproject.ucr.edu/ssi/HighSchoolBioResources/Genetic%20Engin%20H
um%20Genome/pcr.jpg>. 
 
[34] Genetika [online]. [cit. 2011-03-20]. Evidence chovu.cz. Dostupné z WWW: 
<http://evidencechovu.cz/images/dna_500.jpg>. 
 
[35] DOUŠKOVÁ, D. Molekulární diagnostika bakterií mléčného kvašení rodu 
Bifidobacterium. Brno, 2007. 88 s. Diplomová práce. Masarykova univerzita, Přírodovědecká 
fakulta.   
 
[36]  BALOGOVÁ, P. Identifikace baktérií mléčného kvašení v probiotických preparátech 
(tabletách) s využitím amplifikačních metod. Brno, 2007. 35 s. Bakalářská práce. Vysoké 
učení technické v Brně, Chemická fakulta.   
 
[37] RITTICH, B.; ŠPANOVÁ, A.; HORÁK, D.;BENEŠ, M.J.;  KLESNILOVÁ, M.; 
PETROVÁ, K.; RYBNÍKÁŘ, A. Isolation of microbial DNA by newly designed magnetic 
particles. Colloids and Surfaces. B: Interfaces. 2006, 52, s.143-148. 
 
[38]  ŠAFAŘÍK, I.; ŠAFAŘÍKOVÁ, M. Use of magnetic techniques for the isolation of cells. 
Journal of Chromatogr. B. 1999, 722, s. 33-53. 
  
[39]  NĚMCOVÁ, P. Využití magnetických nosičů při izolaci genomové DNA v kvalitě vhodné 
pro PCR. Brno, 2006. 64 s. Diplomová práce. Masarykova univerzita, Přírodovědecká fakulta.  
  
[40]  ROGINSKI, H.; FUQUAY, J.W.; FOX, P.F. Encyklopedia of dairy sciences. Acad. Els. 
Scien. 2003. 
   
[41]  RITTICH, B.; ŠPANOVÁ, A.; HORÁK, D. Functionalised magnetic microspheres with 
hydrophilic properties for molecular diagnostic applications. Food Research Int. 2009, 42,  
s. 493–498. 
69 
[42]  RITTICH, B.; ŠPANOVÁ, A.;SYSLOVÁ, I.; et al. Hydrophilic magnetic nonporous 
microspheres for bacterial DNA isolation. New Biotechnology. 2009, 25, s.186-186. 
   
[43]  RITTICH, B.; ŠPANOVÁ, A.; HORÁK, D. Carboxyl–functionalized magnetic carrier 
for isolation and identification of DNA in dairy products, Journal of Magnetism and 
Magnentic Materials. 2007, 311, s. 247-254.   
 
[44]  COEURET, V.; GUEGUEN, M.; VERNOUX, J.P. Numbers and strains of lactobacilli in 
some probiotic products. International Journal of Food Microbiology. 2004, 97,  s. 147–156. 
 
[45] TEMMERMAN, R.; POT, B.; HUYS, G.; SWINGS, J. Identification and antibiotic 
susceptibility of bacterial isolates from probiotic products. International Journal of Food 
Microbiology. 2003, 81, s.1–10.  
 
[46] TVRDÍKOVÁ, J. Izolace DNA z probiotických druhů baktérií mléčného kvašení v 
potravinových doplňcích. Brno, 2008. 112 s. Diplomová práce. Vysoké učení technické v 
Brně, Chemická fakulta. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
70 
10 SEZNAM ZRATEK 
 
B. Bifidobacterium 
BMK bakterie mléčného kvašení 
bp pár bází (base pair) 
CCM Česká sbírka mikroorganismů (Czech Collection Microorganismes) 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
dNTP deoxyribonukleosidtrifosfát 
EDTA ethylendiamintetraoctová kyselina 
FCH Fakulta chemická 
GIT gastrointestinální trakt 
Lb. Lactobacillus 
PCR polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 
SDS dodecylsulfát sodný 
TBE Tris-borát-EDTA 
TE Tris-EDTA 
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Příloha 1: Definice pojmu doplněk stravy 
1. Zákon o potravinách a tabákových výrobcích Ï. 110/1997 Sb. v platném znÝní: 
 
§ 2 
 
Základní pojmy 
 
Pro úÏely tohoto zákona se rozumí: 
 
i) doplňkem stravy potravina, jejímž účelem je doplňovat běžnou stravu a která je 
koncentrovaným zdrohem vitamínů a minerálních látek nebo dalších látek s nutričním nebo 
fyziolofickým účinkem,obsažených v potravině samostatně nebo v kombinaci, určená k přímé 
spotřebě v malých odměřených množstvích. 
 
2. SmÝrnice Evropského parlamentu a Rady 2002/46/EC ze dne 10. Ïervna 2002 o 
přibližování legislativy členských států týkající se doplňků stravy. 
 
Îlánek 2 
 
Pro úÏely této smÝrnice se rozumí: 
 
a) "doplň?ky stravy" potraviny, jejichž úÏelem je doplň?ovat bÝžnou stravu a které jsou 
koncentrovanými zdroji živin nebo jiných látek s výživovým nebo fyziologickým 
úÏinkem, samostatně nebo v kombinace, jsou uváděny na trh ve formě dávek, a to ve 
formě tobolek, pastilek, tablet, pilulek a v jiných podobných formách, dále ve formě 
sypké, jako kapalina v ampulích, v lahvičkách s kapátkem a v jiných podobných 
formách kapalných nebo sypkých výrobků určených k příjmu v malých odměřených 
množstvích. 
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Příloha 2: Abstrakt na konferenci Chemistry and Life 2011 
 
MOLECULAR IDENTIFICATION OF SELECTED SPECIES OF LACTIC ACID 
BACTERIA AND BIFIDOBACTERIA IN FOOD ADDITIVES 
 
KRISTÝNA RIEGELOVÁa, ALENA ŠPANOVÁa,b, KRISTÝNA TURKOVÁa  , 
BOHUSLAV RITTICHa,b 
aInstitute of Food Science and Biotechnology, Faculty of Chemistry, Brno University of 
Technology, Purkyňova 118, 612 00 Brno, Czech Republic 
bDepartment of Experimental Biology, Faculty of Science, Masaryk University, Tvrdého 14, 
602 00 Brno, Czech Republic 
xcriegelova@fch.vutbr.cz 
 
Lactic acid bacteria (LAB) are a heterogenous group of immobile, microaerofilic or 
anaerobic, Gram-positive microorgasnisms with ferment different types of nutrients to 
produce lactic acid. Nowdays LAB include some species of genus Lactococcus, 
Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus. Bifidobacteria are an individual 
group1. LAB  of genus Lactobacillus and bifidobacteria are important in food fermentation, 
food preservation and as starters for dairy products. Many strains of different species are 
known as probiotics. Probiotics are „live microorganisms which, when administered in 
adequate amounts, confer health benefit on the host“2. Nowadays, probiotic bacteria are used 
as food additives in food processing industry. Methods of molecular biology based on  DNA 
amplification can be used for detection of probiotics in complex samples such as food product 
or food additives.3   
The aim of this work was to isolate DNA from complex matrices of three batches of 2 
probiotic food additives and to detect target bacterial DNA using PCR. Total DNA was 
isolated from crude cell lysates of food additives Linex Forte and Pangamin Bifi Plus. 
Magnetic nonporous (P(HEMA-co-GMA)) particles were used for DNA  isolation. These 
particles are coated by carboxyl groups that inables reversible adsorbtion of  DNA4. The 
concentration of isolated DNA was checked by spectrofotometric measurement. Differences 
among quantity of isolated DNA from three batches of  food  additives were estimated. 
Isolated DNA was amplified in genus-specific (with primers specific for genus Lactobacillus 
and Bifidobacterium) and species-specific PCRs (with primers specific for Lactobacillus 
acidophilus and Bifidobacterium animalis). Results were compared with declared 
specification given by producer. 
 It was shown that  declared bacteria are in accord with detected bacteria in both 
products. It was also shown that species Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium 
animalis are present it both products.   
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